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Es ist ein langgehegter Wunsch der Biologen alle Lebewesen zu klassifizieren
und sie dann in hierarchische Strukturen einzuordnen. Aber durch Darwin
(Darwin (1859)) setzte sich die Abstammungslehre und die natu¨rliche Klassifi-
kation durch, wonach alle Lebewesen miteinander verwandt sind und auf einen
gemeinsamen Vorfahren zuru¨ckgefu¨hrt werden ko¨nnen.
Bis Mitte des 20. Jahrhunderts beruhten biologische Klassifizierungssysteme
auf sichtbare, morphologische Merkmale der Form von Zellen, Organismen
und Fossilien. So teilte Ernst Haeckel 1866, ausgehend von Darwins Theorie,
die Lebewesen in die drei Reiche der Tiere, der Pflanzen und der Protisten
auf. Diese faßte er durch die damals bekannten Gattungen und Arten von
Pflanzen und Tieren unter dem Gesichtspunkt ihrer mo¨glichen Entwicklung
in einem phylogenetischen Baum zusammen (vgl. Haeckel (1866)). Besonders
problematisch war dabei die natu¨rliche Klassifizierung der Einzeller, weil sie
besonders arm an auswertbaren morphologischen Merkmalen waren.
So umfaßte Haeckels Gruppe ”Protisten“ neben den Organismen, die heute
als einzellige Eukaryoten (Zellen mit echtem Kern) bezeichnet werden, auch
die von ihm als ”Moneres“ gekennzeichneten Organismen, welche heute als
Prokaryoten bezeichnet werden (vgl. Abbildung 1.1). Die Einteilung der
Einzeller in Prokaryoten und Eukaryoten erfolgte erst ca. 80 Jahre nach
Haeckels Vero¨ffentlichung durch van Niel (van Niel (1946)).
Jedoch blieben alle Versuche, eine natu¨rliche d.h. in der Abstammung
begru¨ndete Klassifikation sowohl der Prokaryoten als auch der einzelligen
Eukaryoten (heute als Protisten im engeren Sinne bezeichnet) zu erstellen, bis
in die Gegenwart problematisch. Der Grund hierfu¨r war der gleiche mit dem
sich auch Haeckel konfrontiert sah, na¨mlich das Fehlen von abgestuften Merk-
malsreihen, welche auf eine eindeutige Verwandtschaft schließen lassen ko¨nnten.
Die Probleme in der Erstellung einer natu¨rlichen Systematik der Einzeller
werden in Corliss (1994) in sehr u¨bersichtlicher Form dargestellt. Dieser
Artikel beinhaltet auch eine U¨bersicht mehrerer Systeme des vergangenen
1
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Abbildung 1.1: Phylogenetischer Abstammungsbaum nach Haeckel, 1866
(Haeckel (1866))
Jahrhunderts. Corliss Klassifizierung unterscheidet sich aber auch grundlegend
von der in Cavalier-Smith (Cavalier-Smith (1998)) vorgeschlagenen hinsichtlich
der Gruppeneinteilung und insbesondere auch in der Namensgebung.
Einen mo¨glichen Ausweg aus der Problematik der Klassifizierung von Ein-
zellern zeigten Zuckerkandl und Pauling (Zuckerkandl and Pauling (1965))
auf. Sie schlugen vor, daß die Sequenzen von Proteinen unter Umsta¨nden
dazu genutzt werden ko¨nnten, vergleichende Studien zur Evolution durch-
zufu¨hren. So wurden in der Zeit zwischen 1970 und 1980 zum Zweck der
Aufkla¨rung der Stammesgeschichte der Prokaryoten sehr viele Sequenzen
fu¨r das Protein Cytochrome c erstellt und verglichen. Dabei wurde jedoch
das Problem ersichtlich, daß Gene fu¨r Cytochrome c zwischen unterschied-
lichen Bakteriengruppen lateral tranferiert werden konnten. (Dickerson (1980)).
Als Standardmoleku¨l fu¨r die Untersuchung phylogenetischer Beziehungen
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innerhalb der Gruppe der Einzeller setzte sich nicht das Cytochrome c
sondern die kleine Untereinheit der ribosonalen RNA, die 16s rRNA durch.
Durch die Studie dieses Moleku¨ls konnten zum Beispiel die Archaebakterien
entdeckt werden (Woese and Fox (1977)). Diese unterschieden sich in vielen
biochemischen Merkmalen grundlegend von den u¨brigen Prokaryoten, den
Eubakterien (Woese (1987)). Die Zweiteilung der Prokaryoten wird von
vielen Autoren heute als die tiefste, d.h. die evolutiona¨r a¨lteste, Einteilung
in der natu¨rlichen Klassifizierung der Organsimen angesehen (Doolittle (1999)).
Obwohl die ribosonale RNA die eindeutige Zweiteilung der Prokaryoten in Ar-
chaebakterien und Eubakterien widerspiegelt und diverse Gruppierungen in-
nerhalb dieser Gruppe erkennen la¨ßt, bleiben mit dem Maß der 16s rRNA
Sequenza¨hnlichkeit die Beziehungen der Prokaryotengruppe untereinander wei-
testgehend unaufgelo¨st (Pace (1997)). Aber trotz der heutigen verfu¨gbaren Da-
ten, sogar aus ganzen Genomen, hat sich kein Moleku¨l, Gen oder Gruppe von
Genen als akzeptierte Alternative zu rRNA pra¨sentieren ko¨nnen.
1.1 Molekulare Marker und phylogenetische Algo-
rithmen
Die Fragen nach geeigneten Markern und Methoden, die aus dem Sequenzver-
gleich Ru¨ckschlu¨sse auf evolutiona¨re Prozesse ziehen ko¨nnen, bescha¨ftigen seit
Zuckerkandl und Paulings Artikel bis heute die Systematiker.
Die Gu¨te der evolutiona¨ren Informationen, die sich aus einem Sequenzvergleich
ergeben, ha¨ngen maßgeblich von der Wahl des molekularen Markers ab. Ein fu¨r
die Evolutionsforschung universell anwendbares Gen sollte dabei im Prinzip die
folgenden Anforderungen erfu¨llen (Woese (1987).
• Vorhandensein in allen Organismen
• A¨nderungen der Sequenzenpositionen sollten zufa¨llig verteilt erscheinen
• Sequenzgro¨ße sollte ausreichend erscheinen, um hinreichend Informatio-
nen zu beinhalten
Bei den ersten phylogenetischen Sequenzvergleichen war es zudem auch wichtig,
daß sich die Gene schnell sequenzieren ließen. Ein weiteres zu beru¨cksichti-
gendes Problem stellt der laterale bzw. horizontale Gentransfer dar (Figge
and Cerff (2001)). Dieser bezeichnet die Bewegung von Genmaterial zwischen
entfernt verwandten Organismen. Ist ein Gen davon betroffen, la¨ßt sich aus
dem daraus erstellten phylogenetischen Baum zwar eine Genphylogenie aber
nur beschra¨nkt eine Organismenphylogenie ableiten.
In dem Zeitraum von 1965 bis 1977 beruhten die molekularen Untersuchungen
vorwiegend auf Proteinen, speziell Ferredoxin und Cytochrome (Doolittle
(1999)). Mitte der 70-iger Jahre begannen Woese und Mitarbeiter mit Untersu-
chungen von Prokaryoten anhand von 16s rRNA (Woese and Fox (1977), Woese
KAPITEL 1. EINLEITUNG 4
(1987)). Diese erwies gegenu¨ber den bisherigen Markern einige Vorteile. Neben
der leichten Sequenzierbarkeit und der Verbreitung in prokaryotischen und
eukaryotischen Zellen, weisen 16s rRNAs schnell und langsam evolvierende
Abschnitte sowie konservierte Strukturen auf. Zudem verhalfen die ”alte“ und
essentielle Funktion innerhalb des Zellhaushaltes sowie die Interaktion mit
zahlreichen RNAs und Proteinen den sRNA Sequenzen zu dem Status der am
ha¨ufigsten verwendeten molekularen Marker.
Zur Zeit steigt die Anzahl sequenzierter Proteine bzw. ganzer Genome
durch neue technische Verfahren rasant an. Die Fu¨lle an Daten, die heute
in Datenbanken weltweit zur Verfu¨gung stehen, ermo¨glichen es nicht nur
einzelne Proteine oder rRNA Sequenzen sondern ganze Genome zu vergleichen.
Hierbei werden solche Proteine beru¨cksichtigt, die in allen zu untersuchenden
Genomen vorhanden sind. Dies hat den Vorteil nicht nur den evolutiona¨ren
Einfluß auf ein Protein oder eine rRNA Sequenz zu beobachten, sondern
durch Beru¨cksichtigung aller Homologen eine Aussage u¨ber die evolutiona¨ren
Vorga¨nge ganzer Genome zu gewinnen.
Neben der Wahl eines geeigneten molekularen Markers stellt auch die Wahl
einer geeigneten Methode zum Sequenzvergleich ebenfalls einen entscheidenden
Faktor bei phylogenetischen Untersuchungen dar. Die zahlreichen entwickelten
Methoden versuchen anhand unterschiedlicher Kriterien aus dem Sequenz-
vergleich Ru¨ckschlu¨sse u¨ber die Vera¨nderungen der Sequenzen im Laufe der
Evolution zu ziehen. Aber mit robusten Methoden konnten grundlegende evo-
lutiona¨re Erkenntnisse gewonnen werden. Mit robusten Methoden bezeichnet
man u.a. solche Methoden, die in Simulationstests gute Ergebnisse ergeben
haben (vgl. Nei and Saitu (1987), Nei (1996)).
Fu¨r diese Tests werden aus jeweils einer Sequenz anhand eines Modellab-
stammungsbaumes und statistischer Verteilungsfunktionen zum Vera¨ndern
einzelner Sequenzpositionen Datensa¨tze erstellt, die aus zu vergleichenden
Sequenzen bestehen. Die Robustheit einer Methode mißt sich bei solchen Tests
daran, inwieweit die richtige Topologie des Modellabstammungsbaumes mit
der gegebenen Methode rekonstruiert werden konnte.
Die im folgendenen beschriebenen evolutiona¨ren Beziehungen der Bakterien und
der Plastiden beruhen auf phylogenetischen Untersuchungen molekularer Mar-
ker wie 16s rRNA.
1.2 Evolution der Bakterien
Die Prokaryoten umfassen alle Bakterienarten. Ihre Zellen besitzen im Ge-
gensatz zu Eukaryoten keinen von einer Membran umgebenden Kern und
keine Organellen. Das Erbmaterial, die DNA, liegt in der Regel als ringfo¨rmig
geschlossenes Chromosom im Zellplasma vor. Bei Eukaryoten ist die DNA im
Zellkern in ein oder mehreren linearen Chromosomen zu finden.
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Eine Klassifizierung der Bakterien stellte sich zuna¨chst auf Grund der geringen
morphologischen Unterschiede als nahezu unmo¨glich dar. Die Einteilung, ob
prokaryotische Zellen nach der Methode von Christian Gram anfa¨rbbar sind,
fu¨hrte im Jahre 1884 zu einer ersten sinnvollen phylogenetischen Aufteilung in
Gram-positive und Gram-negative Bakterien (Gram (1884)). Bis in die 70-iger
Jahre des 20. Jahrhunderts sollte es auch keine weiteren elementaren Klassifi-
zierungsansa¨tze geben. Versuche die evolutiona¨re Beziehungen der Prokaryoten
zu erfassen, ergaben wie zum Beispiel von C.B. van Niel vielversprechende
Ansa¨tze bezu¨glich der Klassifikation, fu¨hrten aber in den folgenden Jahren zu
keinen nachhaltigen Resultaten (Stainer and van Niel (1941), van Niel (1946)).
Erst Woese und Mitarbeitern gelang durch Sequenzierung und Vergleich
von 16s rRNA eine Klassifizierung, die das Erstellen erster phylogenetischer
Stammba¨ume ermo¨glichte (Woese (1987), Gupta (1998)). Woeses Untersuchun-
gen fu¨hrten zu einer grundlegenden Entdeckung. Anhand der Sequenzvergleiche
ließen sich zwei Arten von Bakterien erkennen, die sich in einem solchen Maß
voneinander unterschieden, daß die Anschauung von der Zweiteilung aller
lebenden Organismen in Prokaryoten und Eukaryoten von der Einteilung in die
drei Gruppen Eubakterien, Archaebakterien und Eukaryoten abgelo¨st wurde
(Woese and Fox (1977), Gupta (1998)). Die Klassifizierung anhand von 16s
rRNA , wie sie von Woese begonnen wurde, und den daraus resultierendenen
Stammba¨ume, stellen bis heute die Grundlage der bakteriellen Evolution dar,
die im folgenden kurz erla¨utert werden soll.
Archaebakterien kommen in sehr extremen Lebensra¨umen wie aktive Vulkan-
gebiete oder sehr salzhaltigen Umgebungen vor. Zum gegenwa¨rtigen Zeitpunkt
teilen sich die Archaebakterien in die drei Gruppen methanogene (methan-
bildene) Bakterien, halophile (salzliebende) Bakterien und thermo-acidophile
(wa¨rme-/sa¨ureliebende) Bakterien auf.
Bei den Eubakterien ist Klassifizierung weitaus komplexer. Der Stammbaum
in Abbildung 1.2 zeigt einige Eubakteriengruppen (vgl. auch Schlegel (1992)).
Es ist gut zu erkennen, daß das Unterscheidungsmerkmal der Anfa¨rbbarkeit
nach Gram im Falle der Gram-positiven Bakterien ein Kriterium einer eigenen
Klasse darstellt. Sie sind in diesem Baum gemeinsam mit den Cyanobakterien
und den Purpur-/ bzw. Proteobakterien an einem Ast zu finden. Wie in
Abbildung 1.3 zu sehen ist, lassen sich die Purpurbakterien wiederum in die
vier Gruppen α, β, γ und δ/² unterteilen.
Eine erste Untersuchung ganzer prokaryotischer Genome behandelte
Wa¨chtersha¨user in Wa¨chtersha¨user (1998). Er untersuchte die Anordnung
der Gene in den Genomen von 12 Eubakterien und 7 Archaebakterien und
entdeckte ein konserviertes Muster bzw. Cluster. In diesem Cluster lokalisierte
er homologe Gene fu¨r die Archaebakterien, die Eubakterien sowie fu¨r alle
Prokaryoten. Anhand der Homologen und deren Anordnung im Cluster zog er











Abbildung 1.2: Dieser Abstammungsbaum der Eubakterien beruht auf Unter-






Abbildung 1.3: Der Einteilung der Purpurbakterien in die α, β, γ und δ/²
Gruppen liegt wiederum der Vergleich von 16s rRNA zugrunde.
Ru¨ckschlu¨sse u¨ber das mo¨gliche Aussehen des Genoms einer hypothetischen
Urzelle.
Der Artikel bot den Ausgangspunkt zur Untersuchung der bakteriellen Evolu-
tion in dieser Arbeit.
1.3 Evolution der Plastiden
Eukaryotische Zellen weisen im Gegensatz zu Prokaryoten neben dem Zellkern
Organellen wie Mitochondrien und im Falle von Algen/Pflanzen auch Chlo-
roplasten auf. Neben dem Kern enthalten auch die Organellen DNA, die wie
bei Bakterien in einem ringfo¨rmig geschlossenen Chromosom vorliegt. Orga-
nellen, die von einer Doppelmembran umgeben sind, d.h. Chloroplasten und
Mitochondrien, besitzen so auch meistens eine eingeschra¨nkte Mo¨glichkeit zur
Proteinsynthese. Außerdem gibt es U¨bereinstimmungen zwischen der Organell-
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und der Prokaryonten Membran. Die A¨hnlichkeiten zwischen Organellen und
Prokaryonten unterlegen die sogenannte Endosymbiontenhypothese (Goksøyr
(1967), Sagan (1967)).
Diese besagt, daß sich Mitochondrien von aeroben Bakterien, wahrscheinlich
Proteobakterien, und die Chloroplasten von Cyanobakterien herleiten lassen.
Es wird angenommen, daß die Bakterien nach und nach in die Eucyten,
einzellige Vorga¨nger der Eukaryoten, eingedrungen und eine Endosymbiose,
eine Symbiose innerhalb der Eucyte, eingegangen sind (fu¨r eine U¨bersicht
siehe Martin et al. (2001)).
Phylogenetische Untersuchungen durch den Sequenzvergleich einzelner Protei-
ne oder ganzer Genome von Prokaryoten gegenu¨ber einzelnen Genen bzw. den
Genomen von Mitochondrien oder Chloroplasten fu¨hren zu aussagekra¨ftigeren
Aussagen als bei der Untersuchungen von Prokaryoten. Der Grund dafu¨r
ist, daß die Gene in den Mitochondrien- und Chloroplastengenomen in einer
sehr konservierten Form vorliegen. Auch wenn im evolutiona¨ren Prozeß einige

















Abbildung 1.4: Dieser Abstammungsbaum der Algen und Pflanzen lehnt sich
die Darstellung in Delwiche (1999) an
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In Abbildung 1.4 zeigt die aus bisherigen Untersuchungen und Erkenntnissen
resultierende Phylogenie der Algen und Landpflanzen angelehnt an den Artikel
von Delwich (Delwiche (1999)). Mit Ausnahme der Glaucocystophyta lassen
sich die Algen/Pflanzen in zwei große Gruppe aufteilen. Der Ast der Rot-
/Braunalgen sowie Verwandter ist rot, der Ast der Landpflanzen, Gru¨nalgen
und Verwandter ist gru¨n hervorgehoben.
Die Glaucocystophyta ko¨nnen als urspru¨nglichste Eukaryotengruppe angesehen
werden, die mit Cyanobakterien eine Symbiose eingegangen sind. Die Untersu-
chungen besta¨tigen, daß lediglich die Rotalgen (Rhodophyta) und Gru¨nalgen
(Chlorophyta) durch Umwandlung von Algenarten der Glaucocystophyta
entstanden sind (prima¨re Endosymbiose). Die Gruppe der ho¨heren Pflanzen
stellt eine hoch spezialisierten Ast der Chlorophyta dar.
Weiterhin werden die Vermutungen bekra¨ftigt, daß die Chloroplasten vieler
Algenarten aus der Aufnahme primitiver Algenarten wie Glaucocystophyta
bzw. primitiver Rot-/Gru¨nalgen in Eukaryoten hervorgegangen sind (sekunda¨re
Endosmybiose). Bei der Gruppe der Dinophyta la¨ßt sich sogar eine tertia¨re
Endosymbiose feststellen. Dieser Vorgang beschreibt die Aufnahme einer durch
sekunda¨r Endosymbiose entstandenen Zelle in eine eukaryotische.
1.4 Zielsetzung
Phylogenetische Ba¨ume zur Untersuchung der Evolution der Prokaryoten oder
der Plastiden, wie sie in zahlreichen Lehrbu¨chern und Vero¨ffentlichungen zu
finden sind, beruhen meist auf phylogenetischen Untersuchungen von rRNA
oder einzelnen Proteinen. Solche phylogenetischen Ba¨ume ko¨nnen allerdings
nur die evolutiona¨ren Beziehungen bezu¨glich eines Gens wiedergeben, die nicht
unbedingt dem gesamten evolutiona¨ren Prozeß entsprechen mu¨ssen.
Bei den Untersuchungen dieser Arbeit sollen nicht nur einzelne Proteine als
Grundlage dienen, sondern mo¨glichst viele Gene, die in den entsprechenden
Genomen vorhanden sind. Die analysierten Daten der Bakterien- bzw. der
Plastidengenome setzen sich nur aus solchen Homolgen zusammen, deren
Sequenzvergleich nicht auf einen lateralen Gentransfer schließen la¨ßt.
Zum einen ist es Ziel dieser Arbeit mit unterschiedlichen Methoden zu u¨ber-
pru¨fen, ob Daten aus sequenzierten prokaryotischen Genomen und aus sequen-
zierten Plastidengenomen hinreichend phylogenetische Informationen enthalten
und inwieweit die erstellten Ba¨ume Differenzen zu den bisher bekannten Topo-
logien aufweisen. Zum anderen sollen Mo¨glichkeiten analysiert werden, infor-
mative Abschnitte in den Daten zu lokalisieren, um diese gezielt als Grundlage
zur Rekonstruktion phylogenetischer Ba¨ume heranziehen zu ko¨nnen.
Kapitel 2
Material und Methoden
Die untersuchten Datensa¨tze beinhalten homologe Aminosa¨uresequenzen von
ausgewa¨hlten Proteinen. Die 20 verschiedenen Aminosa¨uren werden durch
die Buchstaben {A,C,D,E, F,G,H, I,K,L,M,N, P,Q,R, S, T, V,W, Y }
repra¨sentiert. Mit Programmen CLUSTALW Thompson et al. (1994) und
PILEUP GCG (1994) werden die Sequenzen nach u¨bereinstimmenden Mustern
in der Anordnung der Aminosa¨uren durchsucht. U¨bereinstimmungen werden
einander zugeordnet und die Sequenzen bei fehlenden Mustern durch soge-
nannte ”gaps“ an entsprechenden Stellen erga¨nzt. Der entstandene Datensatz,
das Alignment, entha¨lt somit Sequenzen der gleichen La¨nge.
Solche Alignments bilden den Ausgangspunkt der phylogenetischen Untersu-
chungen, wie sie im ersten Abschnitt des Kapitels vorgestellt werden. Der zwei-
te Abschnitt beschreibt den Aufbau der zwei Datensa¨tze, deren Untersuchung
Gegenstand der folgenden Kapitel sein werden.
2.1 Algorithmen und Methoden der Phylogenetik
Ein phylogenetischer Baum soll die evolutiona¨ren Beziehungen zwischen
verschiedenen Organismen darstellen. In solchen Abstammungsba¨umen sind
diese Organismen durch die a¨ußeren Knoten repra¨sentiert. Diese werden auch
als Bla¨tter oder OTUs (operational taxonomical units) bezeichnet. Die inneren
Knoten stehen fu¨r bereits ausgestorbene Vorga¨ngerorganismen.
Zur Rekonstruktion phylogenetischer Ba¨ume aus DNA oder Protein Alignments
wurden zahlreiche Modelle entwickelt. Die Kriterien lassen sich prinzipiell in
unterschiedliche Kategorien einteilen. Die drei verschiedenen phylogenetischen
Rekonstruktionsmethoden, die Gegenstand der Analysen dieser Arbeit sind,
lassen sich den folgenden drei Kategorien, zuordnen.
• Distanzmethoden
Fu¨r jedes Sequenzpaar wird eine Distanz berechnet, die auf dem paar-
weisen Vergleich der Sequenzen beruht. Die Distanz soll ein Maß fu¨r die
durchschnittliche Substitutionsrate des Sequenzpaares darstellen. Das
9
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bedeutet, je geringer die Distanz desto geringer ist die Substitutionsrate
und umso ho¨her die A¨hnlichkeit des Sequenzpaares.
Anhand der Distanzen werden nun Ba¨ume erstellt deren Gesamtdi-
stanzwert mo¨glichst gering sein soll. Mit der Neighbor Joining Methode
(vgl. Nei and Saitu (1987)) wird einer der etabliertesten Vertreter dieser
Methoden unter 2.1.1 vorgestellt.
• Maximum Likelihood Methoden
Die Grundidee der Maximum Likelihood (ML) Methoden ist es, den Baum
mit der ho¨chsten Wahrscheinlichkeit, dem ho¨chsten Likelihood zu fin-
den. Die Berechnung des Likelihood eines Baumes (vgl. Abschnitt 2.1.2)
ermo¨glicht es zum Beispiel mehrere Ba¨ume miteinander zu vergleichen
und daraus den besten, den mit dem ho¨chsten Likelihood, auszuwa¨hlen.
Mit den ML Methoden lassen sich aber auch die Ba¨ume schrittweise auf-
bauen, indem die wahrscheinlichsten Teilba¨ume bestimmt werden, aus
denen sich spa¨ter der gesamte ML Baum zusammensetzt. Das Vorgehen
mit dem ML Programm PROTML Adachi and Hasegawa (1996) wird in
Abschnitt 2.1.2 beschrieben.
• Spektralanalysen
Bei Spektralanalysen werden die Teilba¨ume betrachtet, aus denen sich
ein Baum zusammensetzt. Der erste Schritt besteht darin, ein Spektrum
u¨ber alle mo¨glichen Teilba¨ume bzw. Splits eines Datensatzes zu bestim-
men. Dieses soll fu¨r jeden Split wiedergeben, wie groß der Anteil der Po-
sitionen des Datensatzes ist, die nach einem bestimmten Kriterium einen
Split widerspiegeln. Der resultierende Baum besteht aus den besten, sich
nicht ausschließenden Splits. Das in Abschnitt 2.1.3 vorgestellt Programm
PROTDET fu¨hrt eine Spektralanalyse eines Datensatzes durch.
In diesem Abschnitt werden nun die fu¨r die Untersuchungen relevanten Metho-
den und die entsprechend verwendeten Programme vorgestellt.
2.1.1 Die Neighbor-Joining Methode
Die Neighbor Joining (NJ) Methode (Nei and Saitu (1987)) bestimmt an-
hand einer Distanzmatrix einen phylogenetischen Abstammungsbaum. Die
Distanzmatrix entha¨lt fu¨r jedes Sequenzpaar eine Distanz, die der durch-
schnittlichen Anzahl von Substitutionen des Sequenzpaares entsprechen soll.
Die Distanzen werden anhand des Vergleichs von je zwei Sequenzen bestimmt.
Die Berechnungsmethoden zur Ermittlung der Distanz, auf die hier nicht na¨her
eingegangen werden soll, verwenden dabei unterschiedliche statistische Vertei-
lungsmodelle und Konstantenmatrizen, um Ru¨ck- und Mehrfachsubstitutionen
beru¨cksichtigen zu ko¨nnen (s. Graur (1999)).
Ausgangspunkt des Verfahrens ist eine Sterntopologie, wie sie Abbildung 2.1
a) zu sehen ist. Der erste Schritt besteht darin, einen inneren Knoten fu¨r ein
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Sequenzpaar so einzufu¨gen, daß die Gesamtdistanz mo¨glichst gering bleibt. In



















Abbildung 2.1: Der Ausgangspunkt der Neighbor Joining Methode ist eine
Sterntopologie wie sie in a) zu sehen ist. Im ersten Schritt wird der innere
Knoten y so eingefu¨gt, daß durch die Wahl eines OTU Paares, in diesem Fall 1
und 2, die Gesamtdistanz des Baumes am geringsten bleibt (b).
Beim Einfu¨gen des inneren Knotens Y muß also fu¨r jedes OTU Paar, an
dem der Knoten Y plaziert werden kann, die Gesamtdistanz des Baumes
berechnet werden, um die geringste Gesamtdistanz zur Positionierung von
Y auszuwa¨hlen. Nach dem Einfu¨gen muß die Distanzmatrix neu bestimmt
werden. Anstatt der Distanzen zu den beiden Sequenzen des ausgewa¨hlten
Paares, entha¨lt die Matrix nun die Distanzen aller nicht ausgewa¨hlten OTUs
zum inneren Knoten Y.
Fu¨r das obige Beispiel wu¨rden sich die neuen Distanzen zu dem inneren Knoten




, k²{3, 4, 5, 6, 7, 8}
Die Schritte einen neuen inneren Knoten einzufu¨gen und die Distanzmatrix
neu zu bestimmen werden nun so lange wiederholt, bis ein phylogenetischer
Baum entstanden ist. Bei jedem Einfu¨gevorgang verringert sich die Anzahl der
zu untersuchenden Knoten um 1. Der Baum ist dann vollsta¨ndig erstellt, wenn
die Anzahl der zu untersuchenden Knoten gleich 3 ist.
2.1.2 Maximum Likelihood Analyse mit dem Programm
PROTML
2.1.2.1 Das Maximum Likelihood Prinzip
Der Likelihood eines Baumes setzt sich aus U¨bergangswahrscheinlichkeiten
zusammen, die besagen, wie wahrscheinlich es ist, daß ein Nukleotid bzw.
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eine Aminosa¨ure durch ein anderes Nukleotid bzw. eine andere Aminosa¨ure
ersetzt wird. Hierzu werden Wahrscheinlichkeitsmatrizen der Gro¨ße 4x4
(Nukleotide) bzw. 20x20 (Aminosa¨uren) verwendet. Die Eintra¨ge geben jeweils
die Subsitutionswahrscheinlichkeiten der Nukleotide/Aminosa¨uren wieder.
Das folgende Beispiel, in einer leicht variierten Form aus Nei (1987) entnom-
men, soll verdeutlichen, wie sich mit Hilfe von Wahrscheinlichkeitsmatrizen der
Likelihood eines Baumes bestimmen la¨ßt.
Der Beispielbaum in Abbildung 2.2 sei durch ein beliebiges Verfahren fu¨r einem





Abbildung 2.2: ML Beispielbaum mit 5 Bla¨ttern
Man betrachte eine beliebige Position i des Alignments. Unter der Annahme,
daß die Sequenzen an den inneren Knoten 6,7 und 8 bekannt sind, wu¨rde sich




Der Faktor gs0[i] steht fu¨r die Wahrscheinlichkeit, daß sich die Wurzel des
Baumes am Knoten 0 befindet. Psk[i],sl[i] gibt die Wahrscheinlichkeit an, daß
der Nukleotid- /Aminosa¨urezustand der Sequenz k an der Position i durch den
der Sequenz l ersetzt wird.
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Die Sequenzen der inneren Knoten sind nicht bekannt. Aus diesem Grunde ist es
erforderlich bei der Berechnung von Li alle mo¨glichen Nukleotide/Aminosa¨uren
an der Stelle zu beru¨cksichtigen. Somit ergibt sich fu¨r Li die Formel 2.2. Die













Nach Berechnen von Li fu¨r alle Positionen des Alignments, ergibt sich der ge-






2.1.2.2 Rekonstruktion eines ML Baums mit PROTML
Das Programm PROTML, daß im MOLPHY Paket Adachi and Hasegawa
(1996) enthalten ist, bietet mehrere Optionen zur ML Anlayse von Protein-
alignments. Neben dem Vergleich mehrerer Topologien durch Berechnung des
Likelihoods, gibt es auch Mo¨glichkeiten zur Rekonstruktion phylogenetischer
Ba¨ume.
So geht die Option Star−Decomposition nach dem selben Prinzip wie die NJ
Methode vor. Beginnend bei einer Sterntopologie werden die inneren Knoten
immer so eingefu¨gt, daß die entstehende Topologie den gro¨ßten Likelihood
aufweißt.
Eine weitere Mo¨glichkeit ist es den ML Baum ausgehend von einer vorgegeben
Topologie zu bestimmen. Hierbei wird das Local Rearrangement angewendet
(vgl. Abbildung 2.3).
A                                                  A                                                  B
B                                                  C                                                  C
 C                                                  B                                                  A
D                                                  D                                                  D
Abbildung 2.3: Das Prinzip von Local Rearrangement
Wie in der Abbildung 2.3 zu sehen ist, existieren an jedem inneren Knoten der
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nicht ein direkter Vorga¨nger von zwei Bla¨ttern ist, drei mo¨gliche Teilba¨ume.
Beim Local Rearrangement werden beginnend bei den Bla¨ttern an jedem
solcher inneren Knoten die Likelihood Werte fu¨r jede der drei Mo¨glichkeiten
bestimmt. Mit dem besten Teilbaum, dem mit dem ho¨chsten Likelihood, wird
an den na¨chst tieferen inneren Knoten das Local Rearrangement durchgefu¨hrt.
Das Vorgehen wird so lange wiederholt, bis ein vollsta¨ndiger Baum entstanden
ist.
Fu¨r die ML Ba¨ume in den Untersuchungen, die im folgendem Kapitel beschrie-
ben werden, wurde zuna¨chst eine NJ Topologie mit dem Programm NJDIST
des MOLPHY Paketes erstellt. Ausgehend von dieser Topolgie konstruierte
PROTML mit dem Local Rearrangement Vorgehen einen ML Baum.
2.1.3 PROTDET - Vom Spektrum aller Teilba¨ume zum Ab-
stammungsbaum
2.1.3.1 Definitionen
Alle Teilba¨ume eines Baumes, sogenannte Splits, stellen Bipartitionen dar.
Ein Split ist die Menge der Bla¨tter, die in einem Teilbaum enthalten sind.
Durch einen Split ist eine Zweiteilung, eine Bipartition, des Baumes in
zwei Teilba¨ume definiert. Dies ist zum einen der Split und zum anderen
der Teilbaum, der alle u¨brigen Bla¨tter des Baumes entha¨lt. Die Bipartiti-
on besteht also aus zwei Mengen die jeweils die Bla¨tter der Teilba¨ume umfassen.
Ein Baum mit N Bla¨ttern setzt sich aus N − 3 solcher Splits zusammen.
Allerdings existieren fu¨r N Bla¨tter 2N−1 mo¨gliche Splits. Dieses Spektrum
aller mo¨glichen Splits la¨ßt sich als Vektor mit 2N−1 Eintra¨gen darstellen.





Abbildung 2.4: PROTDET Beispielbaum mit 5 Bla¨ttern
Dieser Baum ist durch die zwei Splits (1,2) und (3) definiert. Die Liste aller
mo¨glichen Splits und der dazugeho¨rigen Bipartitionen gibt die Tabelle 2.1
wieder.
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# Split Bipartition Gerade Geordnete Teilmenge
0 {} {{},{1,2,3,4,5}} {}
1 {1} {{1},{2,3,4,5}} {1,5}
2 {2} {{2},{1,3,4,5}} {2,5}
3 {1,2} {{1,2},{3,4,5}} {1,2}
4 {3} {{3},{1,2,4,5}} {3,5}
5 {1,3} {{1,3},{2,4,5}} {1,3}
6 {2,3} {{2,3},{1,4,5}} {2,3}
7 {1,2,3} {{1,2,3},{4,5}} {1,2,3,5}
8 {4} {{4},{1,2,3,5}} {4,5}
9 {1,4} {{1,4},{2,4,5}} {1,4}
10 {2,4} {{2,4},{1,3,5}} {2,4}
11 {1,2,4} {{1,2,4},{3,5}} {1,2,4,5}
12 {3,4} {{3,4},{1,2,5}} {3,4}
13 {1,3,4} {{1,3,4},{2,5}} {1,3,4,5}
14 {2,3,4} {{2,3,4},{1,5}} {2,3,4,5}
15 {1,2,3,4} {{1,2,3,4},{5}} {1,2,3,4}
Tabelle 2.1: Die Tabelle entha¨lt die fu¨r die PROTDET Analyse relevanten Men-
gen bezu¨glich eines 5 bla¨ttrigen Abstammungsbaum. In der zweiten Spalte sind
alle mo¨glichen Splitmengen aufgefu¨hrt, die fu¨r einen 5 bla¨ttrigen Baum existie-
ren. Die Spalten drei und vier geben die zu den Splits geho¨rigen Bipartitions-
mengen und die geordneten Teilmengen (vgl. Formel 2.4) wieder.
In der Spektralanalyse werden zu den N Bla¨ttern ein Spektrum geordneter
Teilmengen definiert. Dieses Spektrum umfaßt alle Mengen, die eine gerade
Anzahl von Elementen, den Bla¨ttern, entha¨lt. Diese Mengen lassen sich leicht
von den Splits ableiten. Fu¨r einen Split Si erha¨lt man die gerade geordnete




Si ∪ {N}, wenn Si eine gerade Anzahl an Elementen hat
Si, sonst
(2.4)
2.1.3.2 Das PROTDET Programm
Der Versuch aus dem Spektrum von den mo¨glichen 2N−1 Splits anhand geeigne-
ter Kriterien die N − 3 besten, sich nicht ausschließenden Splits zu bestimmen
ist die Grundidee der Spektral Analyse (Hendy and Penny (1993), Penny and
Hendy (2001)), die die Grundlage des PROTDET Programmes (bisher noch
nicht vero¨ffentlicht) bildet.
Zur Gewichtung der Splits berechnet PROTDET eine Distanzmatrix, die
die durch die sogenannte logdet Methode bestimmte Distanz zwischen allen
mo¨glichen Sequenzpaaren entha¨lt (Steel (1994), Lockhart et al. (1994)).
Zuna¨chst wird aus dem Vergleich zweier Sequenzen i, j die 20x20 Matrix Dˆij =
bestimmt. Jedes Element dieser Matrix stellt den Anteil der Positionen im
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gegeben Datensatz dar, an denen eine bestimmte Aminosa¨urekombinationen
des Sequenzpaares auftritt (vgl. Formel 2.2). Folglich ergibt die Summe aller
Matrixelemente, deren Werte zwischen 0 und 1 liegen, immer den Wert 1.
Berechnet man nun zu dieser Matrix die Determinante und bestimmt daraus
den Logarithmus ergibt dies die Distanz dij (vgl. Formel 2.3).
Dˆij =

aa ac ad . . . . . . av aw ay
ca cc cd . . . . . . cv aw cy
da dc dd . . . . . . dv dw dy
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
va vc vd . . . . . . vv vw vy
wa wc wd . . . . . . wv ww wy
ya yc yd . . . . . . yv yw yy

(2.5)
dij = −ln(det(Dˆij)) (2.6)
Je gro¨ßer bei den verglichenen Sequenzpaar der Anteil der identischen Ami-
nosa¨uren, repra¨sentiert durch die Hauptdiagonal aa bis yy, ist, desto gro¨ßer
ist auch der Wert der Determinante und umso kleiner ist der Distanzwert dij .
Umgekehrt gilt, je niedriger die Werte der Hauptdiagonalen sind desto kleiner
der Wert der Determinante und umso gro¨ßer die Distanz.
Falls sich aus der Matrix Dˆij eine Determinate ergibt deren Wert kleiner oder
gleich 0 ist, so la¨ßt sich die Distanz nicht u¨ber den natu¨rlichen Logarithmus
berechnen. Bei solchen Sequenzpaaren geht das logdet Verfahren davon aus,
daß diese Sequenzen sehr una¨hnlich sind und die Distanz sehr groß sein muß.
Diese Paare werden absteigend nach dem Wert der Determinante sortiert,
um ihnen danach einen Distanzwert zuzuweisen, der dem bisher gro¨ßten
Distanzwert + 0,05 entspricht.
Bei der Berechnung von Dˆij bietet PROTDET die Mo¨glichkeit den Positionen
des Alignments ein Gewicht zuzuweisen. In der Grundeinstellung werden
alle Positionen gleich, mit den Wert 1 gewichtet. Optional lassen sich auch
konstante, variable oder bestimmten Splits entsprechende Positionen mit
Werten kleiner 1 gewichten. Die fu¨r die Untersuchungen im Kapitel 5 wurde die
downweight Option angewendet. Hierbei werden 11 PROTDET Berechnungen
durchgefu¨hrt, wobei die Gewichtungen konstanter Positionen jeweils in gleich-
großen Schritten reduziert wird. Das Anfangs- und das Endgewicht kann dabei
vom Benutzer vorgegeben werden. Das ”Heruntergewichten“ bewirkt, daß
die Beru¨cksichtigung der konstanten Positionen bei der Analyse schrittweise
verringert wird.
Zu den 2N−1 Split werden 2N−1 Teilmengen definiert, die jeweils eine gerade
Anzahl an Taxa entha¨lt (siehe oben). Aus der Distanzmatrix la¨ßt sich der
Distanzvektor bezu¨glich dieser Teilmengen berechnen. Dieser entha¨lt fu¨r jeden
der 2N−1 Teilmengen die minimale Summe aller paarweise Distanzen der
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Teilmenge, die aus der Matrix resultieren. Aus diesem Vektor soll nun der
Vektor erstellt werden, der fu¨r jeden Split seine Frequenz bzw. den Anteil der
Positionen im Datensatz entha¨lt, die dem Split im Bezug auf Distanzmatrix
wiedergibt.
Um vom Distanzvektor zum Frequenzvektor zu gelangen, wird eine Hadamard
Transformation durchgefu¨hrt (Penny and Hendy (2001), Hendy and Penny
(1993)). Hierzu wird der Distanzvektor mit der Hadamard-Matrix multipliziert.
Diese quadratische Matrix hat entsprechend dem Vektor die Gro¨ße 2N−1 x
2N−1. Jedes Element der Matrix hat den Wert 1 oder -1. Alle Zeilen sowie
alle Spalten sind orthogonal zueinander, d.h. daß die Summe aller paarweisen
Produkte korrespondierender Zeilen-/Spaltenelemente den Wert 0 ergibt.
Durch die Multiplikation des Vektors mit der Hadamardmatrix werden die
Distanzen so addiert bzw. subtrahiert, daß sich fu¨r jeden der 2N−1 Splits die
entsprechende Frequenz ergibt.
Je ho¨her die Frequenz fu¨r einen Split desto besser spiegelt die Distanzmatrix
diesen Split wider. Allerdings ist es auch mo¨glich, daß eine negative Frequenz
berechnet wird. Das bedeutet, daß aus der Distanzmatrix Informationen
hervorgehen, die dem Split stark widersprechenden.
Aus diesem Spektrum lassen sich mit unterschiedlichen Kriterien (”closest tree
selection“, parsimony, ...) die ”besten“ Splits auswa¨hlen, aus denen sich der
resultierende Baum zusammensetzt (Hendy and Penny (1993)).
Bei den Untersuchungen in Kapitel 5 wurde die ”closest tree selection“
verwendet. Hierbei werden aus dem Baum Spektrum die N − 3 sich nicht aus-
schließenden Splits mit der insgesamt ho¨chsten Wahrscheinlichkeit ausgewa¨hlt.
2.1.4 RASA - Relative Apparent Synapmorphy Analysis
Die in diesem Abschnitt beschriebene RASA Analyse (Lyons-Weiler and
Hoelzer (1996), Lyons-Weiler and Hoelzer (1997), Lyons-Weiler and Hoelzer
(1999)) versucht eine Entscheidung daru¨ber zu treffen, ob ein Datensatz ein
signifikantes phylogenetisches Signal entha¨lt, ohne dabei eine Aussage u¨ber
eine mo¨gliche Baumtopologie zu erstellen.
Das grundlegende Kriterium fu¨r das Vorhandensein eines phylogenetischen
Signals besteht bei RASA darin, inwieweit die Daten die Existenz von Se-
quenztriplets der Form ((i,j),k) fu¨r Sequenzen i,j,k mit i 6= j 6= k beinhalten.
Hierbei wird zuna¨chst fu¨r jedes Sequenzpaar i,j, mit i 6= j an jeder Se-
quenzposition p des Alignments u¨berpru¨ft, ob die Sequenzen u¨bereinstimmen,
also Si[p] = Sj [p] gilt. Die Anzahl der identischen Positionen gibt fu¨r jedes
Sequenzpaar der Wert Eij wieder. An jeder Position an dem eine solche
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U¨bereinstimmung vorliegt wird weiterhin die Anzahl der u¨brigen Sequenzen
bestimmt, die sich vom Sequenzpaar (i, j) unterscheiden. Der Wert Rasaij
beinhaltet die Summe dieser Sequenzen bezu¨glich eines Paares (i, j) im
gesamten Datensatz.
Stellt man nun fu¨r alle Sequenzpaare die Werte Rasaij (Anzahl der Triplets)
u¨ber den entsprechenden Eij (Anzahl der Paare) in einem Koordinatensystem
dar, la¨ßt sich eine lineare Abha¨ngigkeit erkennen, fu¨r die mit Hilfe der linearen
Regression eine Ausgleichgerade bestimmt werden kann (vgl. Bronstein and
Semendjajew (1991), Lozan and Kausch (1998)). Diese hat die folgende Form
einer linearen Geradengleichung.
y = β ∗ x+ α (2.7)
Um eine Aussage geben zu ko¨nnen, ob diese Gerade ein signifikantes Signal dar-
stellt, wird eine Vergleichsgerade, eine sogenannte Nullgerade, verwendet, die
durch den Ursprung des Achsenkreuzes verla¨uft. Diese Gerade soll den Fall re-
pra¨sentieren, daß das gegebene Alignment kein phylogenetisches Signal entha¨lt.
Um diese zu erhalten wird in Lyons-Weiler and Hoelzer (1999) vorgeschlagen,
bezu¨glich des gegeben Alignments eine Anzahl von Alignments mit gleicher
Sequenz- und Positionsanzahl zu erstellen. Jede der Positionen in diesen Da-
tensa¨tzen entspricht einer Permutation der entsprechenden Position aus dem
gegebenen Daten. Mit dem oben beschriebenen Vorgehen la¨ßt sich fu¨r jedes
dieser Alignments durch den Sequenzvergleich die Werte Eij und Rasaij be-
stimmen, sowie die dazugeho¨rende Ausgleichsgerade berechnen. Der Steigungs-
faktor β0 der Nullgerade wird nun durch den Mittelwert aller Steigungsfaktoren
β gebildet. Die Nullgerade hat damit die Form
y = β0 ∗ x (2.8)
Mit dem statistischen t-Test (vgl. Bronstein and Semendjajew (1991), Lozan
and Kausch (1998)) ko¨nnen nun die beiden Geradengleichungen verglichen
werden. Hierzu beno¨tigt man zwei Werte. Zum einen trasa dessen Berechnung
in den Gleichungen 3.5 bis 3.7 wiedergegeben ist (siehe auch Lozan and
Kausch (1998)). Hierbei bedeuten die Variablen x¯ und y¯ die Mittelwerte
aller x (Eij) bzw. y (TRasa) Werte und n entspricht der Sequenzanzahl des
Alignments. Zum anderen den kritischen Schwellwert tcrit. Dieser ergibt sich
aus der Studentschen Verteilung mit dem Freiheitsgrad ((n ∗ n− n)/2)− n− 3
(Lyons-Weiler and Hoelzer (1996), Lyons-Weiler and Hoelzer (1997)). Ist trasa
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Sxy =
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Der RASA Algorithmus war bisher nur mit einem Programm fu¨r Macintosh
Rechner verfu¨gbar. Unter http://bio.uml.edu/LW/RASA.html sind Verwei-
se zum Download der aktuellen Version und einem Online Tool Server zu finden.
Um RASA auch fu¨r das Betriebssystem LINUX nutzbar zu machen, wurde
RASA fu¨r diese Dissertation in einer leicht variierten Version neu implemen-
tiert. Beschreibungen hierzu sind im Anhang A und B wiederzufinden.
2.1.5 Die Variabilita¨t von Sequenzpositionen als Maß fu¨r phy-
logenetische Information
Ein bekanntes Problem bei der Rekonstruktion phylogenetischer Ba¨ume ist es,
daß die Alignments phylogenetisch informative aber auch wenig informative
Daten enthalten, die teilweise auch einen negativen Einfluß auf die Rekonstruk-
tion der Abstammungsba¨ume haben. Die in diesem Abschnitt vorgestellten
Vorgehensweisen stellen einen ”intuitiven“ Ansatz vor, die versuchen, die Daten
eines Alignments in Klassen einzuteilen, um die ”sto¨renden“ Daten lokalisie-
ren und von weiteren phylogenetischen Untersuchungen ausschließen zu ko¨nnen.
2.1.5.1 Variabilita¨tsklassen eines Datensatzes
In einem Alignment lassen sich viel oder kaum vera¨nderte Sequenzabschnitte
anhand der jeweiligen Anzahl unterschiedlicher Aminosa¨uren erkennen. Diese
Anzahl wird als Variabilita¨t einer Position bezeichnet. Die Variabilita¨t nimmt
den Wert 1 fu¨r konservierte Positionen an, bei denen die Aminosa¨uren in
allen Sequenzen u¨bereinstimmen. Mit zunehmender Zahl unterschiedlicher
Aminosa¨uren erho¨ht sich auch der Wert der Variabilita¨t. Falls das Alignment
weniger als 20 Sequenzen umfaßt, so kann die Variabilita¨t maximal den
Wert der Sequenzanzahl annehmen, bei mehr als 20 Sequenzen den liegt
das Maximum bei 20, der Anzahl der verschiedenen Aminosa¨uren. Mit einer
Einteilung in Variabilita¨tsklassen lassen sich stark bzw. wenig vera¨nderte
Sequenzabschnitte zusammenfassen. Die Positionen der Variabilita¨tsgruppe 1
repra¨sentieren alle konservierten, also nicht vera¨nderten Sequenzabschnitte,
die Variabilita¨tsklasse mit dem maximalen Variabilita¨tswert umfaßt die am
meisten vera¨nderten Positionen.
Geht man nun von der Annahme aus, daß wenig vera¨nderte Abschnitte
tendenziell zu wenig phylogenetische Informationen liefern und sehr ha¨ufig
vera¨nderte Positionen eher einen sto¨renden Einfluß auf die Rekonstruktion der
Abstammungsba¨ume haben, bietet die Einteilung in Variabilita¨tsklassen einen
geeigneten Ausgangpunkt phylogenetisch relevante Daten in einem Alignment
KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 20
zu lokalisieren.
2.1.5.2 Das Programm SORTAL
Im Rahmen der Arbeiten Hansmann (1997) und Hansmann (1998) wurde
SORTAL selbst entwickelt. Das Programm SORTAL - Sort Alignment - nimmt
die Einteilung und Sortierung eines Alignments nach den oben beschrieben
Variablita¨tsklassen vor. Mit SORTAL werden die Positionen eines Alignments
im PHYLIP Format (Felsenstein (1993)) durch die Variabilita¨t klassifiziert
und in einem PHYLIP Alignment in sortierter Reihenfolge beginnend bei
den konserviertesten bis hin zu den variabelsten Positionen ausgegeben.
Bei der Klassifizierung werden “gaps“ als variabel, also wie zu den anderen
Aminosa¨uren verschieden gehandhabt. Die ho¨chste Variabilita¨tsklasse kann
aber auch dann nur maximal den Wert 20 annehmen, wenn das Alignment
mehr als 20 Sequenzen beinhaltet.
Um Positionen gleicher Variabilita¨t ebenfalls sortieren zu ko¨nnen, wird an
den Positionen jeweils die Anzahl der dort am seltensten, aber mindestens
einmal auftretenden Aminosa¨ure minaa als Kriterium gewa¨hlt. Im sortierten
Alignment werden die Positionen gleicher Variabilita¨t beginnend mit dem
kleinsten minaa Wert ausgegeben.
Realisiert wird die Sortierung dadurch, daß zu jeder Position eine Priorita¨t wie
in folgender Gleichung bestimmt wird.
priority = 100 ∗ variability +minaa,minaa > 0
Anhand der Priorita¨t werden die Positionen aufsteigend in eine Liste einsortiert
und in einem Alignment ausgeben.
Das folgende Beispiel soll die Klassifizierung und Sortierung eines Alignments
verdeutlichen. Der Beispieldatensatz umfaßt 17 Sequenzen jeweils der La¨nge
von 48 Aminosa¨uren (s. Abbildung 2.5).
In Abbildung 2.6 ist das sortierte Alignment zu sehen. Es lassen sich die
folgenden Variabilita¨tsklassen daraus erkennen.
Variabilita¨t Positionen
1 1 bis 8
2 9 bis 20
3 21 bis 28
4 29 bis 31
5 32 bis 34
6 35 bis 37
17 38 bis 48
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17 48
seqA MKIRASVKKI CNQ---CRLI RRKGKILIIC K-NPKHKQRQ IKKIKT--
seqB MKVRASVRKI CSR---CVAL KRHGVLIVLC S-NPKHKQRQ G-------
seqC MKVRPSVKKM CDK---CRLI KRKGTLRVIC Q-NPKHKQRQ G-------
seqD MKVRASVRKM CEK---CRTI RRKGRVMVIC S-NSKHKQRQ G-------
seqE MKIRSSVKKI CNK---CYLI RRKNNLLVVC I-NNKHKQRQ G-------
seqF MKVVSSIGSL KNRSKDCQIV KRRGRIYVIC KTDPRLKVRQ GGAKMKRK
seqG MKIRASVRKI CTK---CRLI RRRGRIRVIC S-NPKHKQRQ G-------
seqH MKIRASVRKI CEN---CRLI RRRRRIMVVC S-NPKHKQRQ G-------
seqI MKVRASVRKI CEN---CRLI KRRGTVMVIC SNNPKHKQRQ G-------
seqJ MKVRPSVRKI CDK---CCLI RRHRKLLVIC S-NPKHKQRQ G-------
seqK MKIRASVRKI CEK---CRLI RRRGRIIVIC S-NPRHKQRQ G-------
seqL MKVRPSVKKM CDK---CRVI KRKGKIMVIC P-NAKHKQRQ G-------
seqM MKIRASVRKI CTK---CRLI RRRGRIIVIC S-NPRHKQRQ G-------
seqN MKIRASVRKI CTK---CRLI RRRGRIRVIC S-NPKHKQRQ G-------
seqO MKIRASIRRI CGK---CRPI RRRKRVMIIC S-NPRHKQKQ G-------
seqP MKVRPSVRKM CEK---CRII RRHRKVMVIC N-NPKHKQRQ G-------
seqQ MKVRASVKKM CDK---CRVI RRRGRVMVIC SANPKHKQRQ G-------
Abbildung 2.5: Beispielalignment vor dem Sortieren
2.1.5.3 Phylogenetische Rekonstruktion einzelner Variabilita¨tsklas-
sen mit PBL
Das Programm PBL, wie SORTAL selbst implementiert (vgl. Hansmann
(1997), Hansmann (1998)), bietet die Mo¨glichkeit aus einem mit SORTAL
sortierten Alignment variabilita¨tsabha¨ngige Teilalignments systematisch mit
drei unterschiedlichen phylogenetischen Programmen zu untersuchen.
Bei den drei Methoden handelt es sich neben den in Abschnitt 2.1.2 vorge-
stellten PROTML Adachi and Hasegawa (1996) Vorgehen um die PHYLIP
Programme (Felsenstein (1993)) PROTPARS und NJ-Methode. In Hansmann
(1998) wurden diese Programme bereits quantitativ und qualitativ verglichen.
Fu¨r die Analysen im folgenden Kapitel wurde PROTML verwendet. Es liefert
zum einen gute und verla¨ßliche Ergebnisse und ist zudem noch weitaus weniger
rechenintensiv als die beiden PHYLIP Programme.
Mit dem Programm lassen sich auf 4 verschiedene Arten Teilabschnitte aus
dem sortierten Datensatz zur Rekonstruktion heranziehen. In Hansmann
(1997) und Hansmann (1998) wurden bereits zwei davon vorgestellt.
Die eine Mo¨glichkeit verku¨rzt den Datensatz um eine vom Benutzer definierte
konstante Anzahl der variabelsten Positionen. Bei der anderen Mo¨glich-
keit wurde jeweils ein vom Benutzer konstant definierter Teilbereich des
Alignments von lw Positionen bei der phylogenetischen Rekonstruktion in
Betracht gezogen. Dieser Teilbereich, ein sogenanntes Fenster, wird zuna¨chst
aus den variabelsten Positionen erstellt, bevor das Fenster in Richtung der
konserviertesten Positionen um shift Positionen verschoben wird. Der shift
Faktor wird ebenfalls vom Anwender definiert.
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17 48
seqA QKCRCSKMRC NHQRIVIKRI KKIIIAKIQG PRKLNLK--- -KKIKT--
seqB QKCRCSKMRC NHQRGVVKKV RKILLAHLRG PVVISAS--- --------
seqC QKCRCSKMRC NHQRGVVKKV KKMIIPKLKG PRTRDLQ--- --------
seqD QKCRCSKMRC NHQRGVVKRV RKMIIAKVKG SRRMETS--- --------
seqE QKCRCSKMRC NHQRGVVKRI KKIIVSKLKN NYNLNLI--- --------
seqF QKCRCSKMVK DLVRGIVRKV GSLVISRIRG PQRYNIKSKD TGAKMKRK
seqG QKCRCSKMRC NHQRGVVKRI RKIIIARIKG PRRRTLS--- --------
seqH QKCRCSKMRC NHQRGVVKRI RKIIVARINR PRRMELS--- --------
seqI QKCRCSKMRC NHQRGVVKKV RKIIIARVNG PRTMELS--- N-------
seqJ QKCRCSKMRC NHQRGVVKRV RKIIIPHLKR PCKLDLS--- --------
seqK QKCRCSKMRC NHQRGVVRRI RKIIIARIKG PRRIELS--- --------
seqL QKCRCSKMRC NHQRGVVKKV KKMIIPKIKG ARKMDVP--- --------
seqM QKCRCSKMRC NHQRGVVRRI RKIIIARIKG PRRITLS--- --------
seqN QKCRCSKMRC NHQRGVVKRI RKIIIARIKG PRRRTLS--- --------
seqO QKCRCSKMRC NHQKGIIRRI RRIIIARVKK PRRMGPS--- --------
seqP QKCRCSKMRC NHQRGVVKRV RKMIIPHVKR PRKMEIN--- --------
seqQ QKCRCSKMRC NHQRGVVKRV KKMIIARVKG PRRMDVS--- A-------
| | | | | | |
| | | | | | |
8 20 28 31 34 37 48
Abbildung 2.6: Beispielalignment nach dem Sortieren
Die zwei weiteren Mo¨glichkeiten unterschieden sich von den anderen nur da-
durch, daß die Anzahl der Positionen eines Fensters bzw. der zu reduzierenden
Positionen von der Gro¨ße der einzelnen Variabilita¨tsklassen abha¨ngt. Das
bedeutet zum einen, daß nur die einzelnen Variabilita¨tsklassen beginnend mit
der ho¨chsten Variabilita¨t untersucht werden. Zum anderen wird der Datensatz
jeweils um die Positionen der ho¨chsten Variabilita¨tsklasse reduziert.
Das zuletzt erwa¨hnte Vorgehen bildet die Grundlage fu¨r die Untersuchungen
im folgenden Kapitel 3.
2.1.5.4 Das RASA Alignment
Mit der selbstimplementierten RASA Version werden neben der Analyse des
gesamten Datensatzes jede Variabilita¨tsklasse separat mit der RASA Methode
untersucht.
Anhand der berechneten tRasa Werte la¨ßt sich fu¨r jede Variabilita¨tsklasse
sagen, ob diese ein eindeutiges phylogenetisches Signal nach der Definition
der RASA Methode besitzt. Fu¨r die Untersuchungen im Kapitel 3 wurden
sogenannte RASA Alignments erstellt. Diese setzen sich genau aus den
Variabilita¨tsklassen zusammen, deren tRasa Werte auf ein phylogenetisches
Signal schließen lassen.
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2.2 Die untersuchten Datensa¨tze
In diesem Abschnitt sollen die Datensa¨tze vorgestellt werden, die als Grundlage
der Untersuchungen in dieser Arbeit dienen.
Der Gegenstand der Analysen waren zwei Datensa¨tze. Bei beiden Datensa¨tze
handelt es sich um Alignments, die aus der Konkatenierung einzelner Prote-
inalignments zusammengestellt wurden. Der Bakteriendatensatz beinhaltet 32
homologe Gene aus 26 Bakteriengenomen und der Plastidendatensatz 41 Pla-
stidengene aus 16 Organismen. Zur Erstellung der Alignments wurden jeweils
die Aminosa¨uresequenzen der homologen Gene verwendet.
2.2.1 Der Bakteriendatensatz
Die Ausgangspunkt zur Erstellung diese Alignments war ein Artikel von
Wa¨chtersha¨user (Wa¨chtersha¨user (1998)), der ein Cluster in der Anordnung
von etwa 50 Genen in 19 zum gro¨ßten Teil vollsta¨ndig sequenzierten Bakteri-
engenomen untersucht hat.
Zuna¨chst wurden aus den bereits vollsta¨ndig sequenzierten Genomen des
Artikels die Gene identifiziert, die sowohl bei den Archae- wie auch bei den
Eubakterien Homologe aufweisen. In Abbildung 2.7 sind die konserviertesten
Abschnitte des Wa¨chtersha¨user Clusters dargestellt. Die zwei Sulfolobus Arten
wurden dabei nicht beru¨cksichtigt, weil die Genome noch nicht vollsta¨ndig
sequenziert sind. In der Tabelle sind Proteine, die innerhalb oder außerhalb
des Clusters bzw. gar nicht im Genom vorhanden sind, durch unterschiedliche
Farben hervorgehoben. Die aus dem Cluster ausgewa¨hlten Proteine sind durch
rote Pfeile markiert.
Die 17 Genome des Clusters wurden aus Datenbanken heruntergeladen. Mit
Hilfe von BLAST Suchprogrammen (GCG (1994)) ließen sich die entsprechen-
den Proteine lokalisieren und als einzelne Sequenzdateien abspeichern.
Aus diesen Sequenzen wurden mit den Programmen pileup (GCG (1994))
oder CLUSTALW (Thompson et al. (1994) fu¨r jedes Gen ein Proteinali-
gnment erstellt und mit PROTML (Adachi and Hasegawa (1996)) jeweils ein
phylogenetischer Baum berechnet. Aus den Alignments, deren Ba¨ume eine
Trennung zwischen Archaebakterien und Eubakterien aufwiesen, entstand
durch Aneinanderfu¨gen ein Gesamtalignment.
Mit diesem Vorgehen wurden die Alignments jeweils um aktuell vero¨ffentlichte
Bakteriengenome erga¨nzt und zu einem Gesamtalignment konkateniert. Die
Alignments boten jeweils Grundlage fu¨r phylogenetische Untersuchungen
(Martin and Hansmann (2000)) wie sie im Kapitel 3 vorgestellt werden.
Zusa¨tzlich zu den 32 Proteinalignments und dem daraus resultierenden
Gesamtalignment aus den in Tabelle 2.2 wurden entsprechende Datensa¨tze
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erstellt, die nur die Eubakterien beru¨cksichtigten. Eine U¨bersicht zu den
erstellten Alignments ist in Tabelle 2.3 dargestellt.
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Eubakterien Abku¨rzungen Referenz kbp Anzahl
Gene
Aquifex aeolicus aae Deckert et al. (1998) 1551,335 1522
Borrelia burgdorferi bb Fraser et al. (1997) 910,724 850
Bacillus subtilis bs Kunst et al. (1997) 4214,814 4100
Campylobacter jejuni cj Parkhill et al. (2000) 1641,481 1654
Chlamydia pneumoniae cp Kalman et al. (1999) 1230,230 1052
Chlamydia trachomatis ct Stephens et al. (1998) 1042,519 894
Deinococcus radiodurans*) der White et al. (1999) 2648,638 2580
+412,348 +357
Escherichia coli ec Blattner et al. (1997) 4639,221 4289
Haemophilus influenzae hi Fleischmann et al. (1995) 1830,138 1709
Helicobacter pylori hp Tomb et al. (1997) 1667,867 1566
Mycoplasma genitalium mg Fraser et al. (1995) 580,074 480
Mycoplasma pneumoniae mp Himmelreich et al. (1996) 816,394 688
Mycobacterium tuberculosis mtu Cole et al. (1998) 4411,529 3918
Neisseria meningitidis nm Tettelin et al. (2000) 2272,351 2025
Pseudomonas aeruginosa pae Stover et al. (2000) 6264,403 5565
Rickettsia prowazekii rp Andersson et al. (1998) 1111,523 834
Synechocystis sp. ssp Kaneko et al. (1996) 3573,470 3169
Thermotoga maritima tm Nelson et al. (1999) 1860,725 1846
Treponema pallidum tp Fraser et al. (1998) 1138,011 1031
V ibrio cholerae*) vib Heidelberg et al. (2000) 2961,149 2736
+1072,315 +1092
Xylella fastidiosa xyf Simpson et al. (2000) 2679,306 2766
Archaebakterien Abku¨rzungen Referenz kbp Anzahl
Gene
Aeropyrum pernix aep Kawarabayasi et al. (1999) 1669,695 2694
Archaeoglobus fulgidus af Klenk et al. (1997) 2178,400 2420
Methanococcus jannaschii mj Bult et al. (1996) 1664,970 1715
Methanobacterium
thermoautotrophicum mth Smith et al. (1997) 1751,377 1869
Pyrococcus horikoshii ph Kawarabayasi et al. (1998) 1738,505 2064
Tabelle 2.2: U¨bersicht der 26 Bakterien bezu¨glich ihrer Klassifizierung, der ver-
wendeten Abku¨rzungen und der Referenz fu¨r die im Datensatz enthaltenen Ge-
ne. Unter den Eubakterien sind die Gruppierungen Gram-positiv, Mycoplasma-
Gruppe, Cyanobakterien, obligat parasitische Bakterien und Spirochaeten farb-
lich hervorgehoben. Bei den mit *) markierten Genomen handelt es sich um
Chromosom 1 und 2.
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Proteinalignments Anzahl der Positionen in den
Alignments mit Archae- und
Eubakterien



































Tabelle 2.3: U¨bersicht der einzelnen Bakterien Alignments






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Abbildung 2.7: Die Tabelle gibt die konserviertesten Abschnitte des
Wa¨chtersha¨user Clusters Wa¨chtersha¨user (1998) ohne die Sulfolobus Ar-
ten wieder. Die Eintra¨ge in dieser Tabelle wurden gegenu¨ber dem Wa¨cht-
erha¨user Cluster in einigen Fa¨llen korrigiert und um die fehlenden Eintra¨ge
bei Thermotga erga¨nzt. Die Eintra¨ge haben folgende Bedeutungen: blau - Gen
ist im Cluster vorhanden; rot - Gen außerhalb des Clusters vorhanden; grau -
Gen im Genom nicht vorhanden. Die roten Pfeile markieren die Gene, die fu¨r
die Erstellung des ersten konkatenierten Datensatzes ausgewa¨hlt wurden.
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Abku¨rzung Referenz kbp Anzahl
Gene
Cyanidium caldarium can Vogel et al. (1996) 164,921 197
Chlorella vulgaris chl Wakasugi et al. (1997) 150,613 174
Cyanophora paradoxa cya Stirewalt et al. (1995) 135,599 149
Euglena gracilis eug Hallick et al. (1993) 143,172 66
Guillardia theta gui Douglas and Penny (1999) 121,524 147
Zea mays mai Maier et al. (1995) 140,384 111
Marchantia polymorpha mar Ohyama et al. (1986) 121,024 89
Mesostigma viride mes Lemieux et al. (2000) 118,360 105
Nephroselmis olivacea nep Turmel et al. (1999) 200,799 155
Nicotiana tabacum nic Shinozaki et al. (1986) 155,939 102
Odontella sinensis odo Kowallik et al. (1995) 119,704 140
Oenothera elata oen Hupfer et al. (2000) 159,443 123
Oryza sativa ory Hiratsuka et al. (1989) 134,525 108
Pinus thunbergii pin Wakasugi et al. (1994) 119,707 160
Porphyra purpurea por Reith and Mumholland (1995) 191,028 209
Synechocystis sp. syn Kaneko et al. (1996) 3573,470 3169
Tabelle 2.4: Der Plastidendatensatz entha¨lt 41 homologe Gene von der Cya-
nobakterie Synechocystis sp., 6 Landpflanzen und 10 Algenarten (darunter 2
Rotalgen, 1 Kieselalge, 2 Gru¨nalgen)
2.2.2 Der Plastidendatensatz
Als Gegenstand zur Untersuchung der Plastidenphylogenie umfaßt diese
Datenmenge 41 homologe Gene von 6 Landpflanzen, 10 Algenarten und der
Cyanobakterie Synechocystis sp. (vgl.Tabelle 2.4).
Aus den 15 vollsta¨ndig sequenzierten Chloroplastgenomen sowie den Synecho-
cystisgenom konnten nun die Proteine mit Hilfe der BLAST (GCG (1994))
Suche lokalisiert werden, die fu¨r alle 16 Organismen Homologe aufweisen. Eine
U¨bersicht zu den verschiedenen identifizierten 276 Proteinen der Chloroplastge-
nome bezu¨glich der Organismen gibt die Tabelle 2.5 wieder. Das Vorhandensein
eines Proteins ist durch ein + das Fehlen durch ein − markiert. Die farblich
hervorgehobenen Proteine weisen Homologe in allen Genomen auf. In fru¨heren
Analysen (Martin et al. (1998)) wurde fu¨r jedes dieser Proteine ein Datensatz
und daraus eine phylogenetischer Baum erstellt. Es zeigte sich, daß sich die
Topologien der blau markierten Proteine rpoB, rpoC1 und rpoC2 deutlich von
den u¨brigen, rot markierten Proteinen unterschieden. Aus diesem Grund wur-
den diese drei Proteine beim Erstellen des konkatenierten Datensatzes nicht
mehr beru¨cksichtigt.
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Z O N O P M E C N M O G P C C S
e r i e i a u h e e d u o a y y
a y c n n r g l p s o i r n a n
accA - - - - - - - - - - - - + + - +
accB - - - - - - - - - - - - + + - +
accD - - + + + + - + + - - - + + - +
acpP - - - - - - - - - - + + + + + +
apcA - - - - - - - - - - - - + + + +
apcB - - - - - - - - - - - - + + + +
apcD - - - - - - - - - - - - + + + +
apcE - - - - - - - - - - - - + + + +
apcF - - - - - - - - - - - - + + + +
argB - - - - - - - - - - - - + + - +
atpA + + + + + + + + + + + + + + + +
atpB + + + + + + + + + + + + + + + +
atpD - - - - - - - - - - + + + + + +
atpE + + + + + + + + + + + + + + + +
atpF + + + + + + + + + + + + + + + +
atpG - - - - - - - - - - + + + + + +
atpH + + + + + + + + + + + + + + + +
atpI + + + + + + + + + + + + + + - +
bas1 - - - - - - - - - - + - + - - +
bioY - - - - - - - - - - - - - - + +
carA - - - - - - - - - - - - + + - +
cbbX - - - - - - - - - - + + + + - -
ccsA + + + + + + - + + + + + + + + +
cemA + + + + + + - + + + - + + + - +
chlB - - - - + + - + + + - - + - + +
chlI - - - - - - + + + + + + + + + +
chlL - - - - + + - + + + - - + + + +
chlN - - - - + + - + + + - - + - + +
clpC - - - - - - - - - - + + + + - +
clpP + + + + + + - + + + - - - - + +
cobA - - - - - - - - - - - - - + - +
cpcA - - - - - - - - - - - - + + + +
cpcB - - - - - - - - - - - - + + + +
cpcG - - - - - - - - - - - - + + - +
cpeA - - - - - - - - - - - - + - - +
cpeB - - - - - - - - - - - + + - - +
crtE - - - - - - - - - - - - - - + +
cvuI - - - - - - - + + - - - - - - -
cysA - - - - - + - + + + - - - - - +
cysT - - - - - + - + + + - - - - - +
desA - - - - - - - - - - - - - + - +
dfr - - - - - - - - - - - - + + - +
dnaB - - - - - - - - - - + + + + - +
dnaK - - - - - - - - - - + + + + + +
dsbD - - - - - - - - - - - - + - - +
fabH - - - - - - - - - - - - + - - +
fdx - - - - - - - - - - - - + - - +
ftrB - - - - - - - - - - - + + + - +
ftsI - - - - - - - - + + - - - - - +
ftsH - - - - - - - - - - + + + + - +
ftsW - - - - - - - - + + - - - - + +
glnB - - - - - - - - - - - - + + - +
gltB - - - - - - - - - - - - + + - +
nodM - - - - - - - - - - - - - + - +
groEL - - - - - - - - - - + + + + + +
groES - - - - - - - - - - - - - - + +
hemA - - - - - - - - - - - - - - + +
hisH - - - - - - - - - - - - - + + +
hlpA - - - - - - - - - - - + - - - +
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Z O N O P M E C N M O G P C C S
e r i e i a u h e e d u o a y y
a y c n n r g l p s o i r n a n
ilvB - - - - - - - - - - - + + + - +
ilvH - - - - - - - - - - - + + + - +
infA + + + - + + - + + + - - - - - +
infB - - - - - - - - - - - + + - - +
infC - - - - - - - - - - - - + + - +
lipB - - - - - - - - - - - - - + - +
lpxA - - - - - - - - - - - - - + - +
lpxC - - - - - - - - - - - - - + - +
matK + + + + + + - - - - - - - - - -
menA - - - - - - - - - - - - - + - +
menB - - - - - - - - - - - - - + - +
menC - - - - - - - - - - - - - + - -
menD - - - - - - - - - - - - - + - +
menE - - - - - - - - - - - - - + - +
menF - - - - - - - - - - - - - + - +
minD - - - - - - - + + + - + - - - +
minE - - - - - - - + - - - + - - - +
mntA - - - - - - - - - - - - - - + +
mntB - - - - - - - - - - - - - - + +
moeB - - - - - - - - - - - - + + - +
nadA - - - - - - - - - - - - - - + +
nblA - - - - - - - - - - - - + + - +
ndhA + + + + - + - - + + - - - - - +
ndhB + + + + - + - - + + - - - - - +
ndhC + + + + - + - - + + - - - - - +
ndhD + + + + - + - - + + - - - - - +
ndhE + + + + - + - - + + - - - - - +
ndhF + + + + - + - - + + - - - - - +
ndhG + + + + - + - - + + - - - - - +
ndhH + + + + - + - - + + - - - - - +
ndhI + + + + - + - - + + - - - - - +
ndhJ + + + + - + - - - + - - - - - +
ndhK + + + + - + - - + + - - - - - +
ntcA - - - - - - - - - - - - + + - +
odpA - - - - - - - - - - - - + + - +
odpB - - - - - - - - - + - - + + - +
pbsA - - - - - - - - - - - + + - - +
petA + + + + + + - + + + + + + + + +
petB + + + + + + + + + + + + + + + +
petD + + + + + + - + + + + + + + + +
petF - - - - - - - - - - + + + + + +
petG + + + + + + + + + + + + + + + +
petJ - - - - - - - - - - - - + + - +
petL + + + + + + - + + + + + + - + (+)
petM - - - - - - - - - - + + + + + +
pgmA - - - - - - - - - - - - + - - +
preA - - - - - - - - - - - - + + + +
psaA + + + + + + + + + + + + + + + +
psaB + + + + + + + + + + + + + + + +
psaC + + + + + + + + + + + + + + + +
psaD - - - - - - - - - - + + + + - +
psaF - - - - - - - - - - + + + + + +
psaI + + + + + + - + + + + + + + + +
psaJ + + + + + + + + + + + + + + + +
psaK - - - - - - - - - - - + + + - +
psaL - - - - - - - - - - + + + + - +
psaM - - - - + + + + - + + + + + + +
psbA + + + + + + + + + + + + + + + +
psbB + + + + + + + + + + + + + + + +
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Z O N O P M E C N M O G P C C S
e r i e i a u h e e d u o a y y
a y c n n r g l p s o i r n a n
psbC + + + + + + + + + + + + + + + +
psbD + + + + + + + + + + + + + + + +
psbE + + + + + + + + + + + + + + + +
psbF + + + + + + + + + + + + + + + +
psbH + + + + + + + + + + + + + + + +
psbI + + + + + + + + + + + + + + + +
psbJ + + + + + + + + + + + + + + + +
psbK + + + + + + + + + + + + + + + +
psbL + + + + + + + + + + + + + + + +
psbM + + + + + + - + + + - - - - + +
psbN + + + + + + + + + + + + + + + +
psbT + + + + + + + + + + + + + + + +
psbV - - - - - - - - - - + + + + + +
psbX - - - - - - - - - - + + + - + +
rbcLg + + + + + + + + + + - - - - + +
rbcLr - - - - - - - - - - + + + + - (+)
rbcR - - - - - - - - - - + + + + + +
rbcSg - - - - - - - - - - - - - - + +
rbcSr - - - - - - - - - - + + + + - (+)
rdpO - - - - - - + - - - - - - - - (+)
rpl1 - - - - - - - - - - + + + + + +
rpl2 + + + + + + + + + + + + + + + +
rpl3 - - - - - - - - - - + + + + + +
rpl4 - - - - - - - - - - + + + + - +
rpl5 - - - - - - + + + + + + + + + +
rpl6 - - - - - - - - - - + + + + + +
rpl9 - - - - - - - - - - - - + - - +
rpl11 - - - - - - - - - - + + + + + +
rpl12 - - - - - - + + + - + + + + + +
rpl13 - - - - - - - - - - + + + + - +
rpl14 + + + + + + + + + + + + + + + +
rpl16 + + + + + + + + + + + + + + + +
rpl18 - - - - - - - - - - + + + + + +
rpl19 - - - - - - - + + + + + + + + +
rpl20 + + + + + + + + + + + + + + + +
rpl21 - - - - - + - - - - + + + + + +
rpl22 + + + + + + + - - + + + + + + +
rpl23 + + + + + + + + + + + + + + - +
rpl24 - - - - - - - - - - + + + + - +
rpl27 - - - - - - - - - - + + + + - +
rpl28 - - - - - - - - - - - - + + + +
rpl29 - - - - - - - - - - + + + + - +
rpl31 - - - - - - - - - - + + + + - +
rpl32 + + + + + + + + + + + + + + - +
rpl33 + + + + + + - - - + + + + + + +
rpl34 - - - - - - - - - - + + + + + +
rpl35 - - - - - - - - - - + + + + + +
rpl36 + + + + + + + + + + + + + + + +
rpoA + + + + + + - + + + + + + + + +
rpoB + + + + + + + + + + + + + + + +
rpoC1 + + + + + + + + + + + + + + + +
rpoC2 + + + + + + + + + + + + + + + +
rps1 - - - - - - - - - - - - + - - +
rps2 + + + + + + + + + + + + + + + +
rps3 + + + + + + + + + + + + + + + +
rps4 + + + + + + + + + + + + + + + +
rps5 - - - - - - - - - - + + + + + +
rps6 - - - - - - - - - - + + + + + +
rps7 + + + + + + + + + + + + + + + +
KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 32
Z O N O P M E C N M O G P C C S
e r i e i a u h e e d u o a y y
a y c n n r g l p s o i r n a n
rps8 + + + + + + + + + + + + + + + +
rps9 - - - - - - + + + + + + + + + +
rps10 - - - - - - - - - - + + + + + +
rps11 + + + + + + + + + + + + + + + +
rps12 + + + + + + + + + + + + + + + +
rps13 - - - - - - - - - - + + + + + +
rps14 + + + + + + + + + + + + + + + +
rps15 + + + + + + - - - + - - - - - +
rps16 + + + + - - - - - + + + + + + +
rps17 - - - - - - - - - - + + + - + +
rps18 + + + + + + + + + + + + + + + +
rps19 + + + + + + + + + + + + + + + +
rps20 - - - - - - - - - - + + + - + +
secA - - - - - - - - - - + + + + - +
secY - - - - - - - - - - + + + + + +
syfB - - - - - - - - - - - - + - - +
syh - - - - - - - - - - - - + - - +
thdF - - - - - - - - - - - - - + - +
thiG - - - - - - - - - - + - + + - +
trpA - - - - - - - - - - - - + + - +
trpG - - - - - - - - - - - - + + + +
trxA - - - - - - - - - - - - + + - +
tsf - - - - - - - - - - - + + + - +
tufA - - - - - - + + + + + + + + + +
upp - - - - - - - - - - - - + - - +
ycf1 - - + + + + - - + + - - - - - -
ycf2 - - + + + + - - + + - - - - - -
ycf3 + + + + + + - + + + + + + + + +
ycf4 + + + + + + + + + + + + + + + +
ycf6 + + + + + + - - + + + + + + + +
ycf9 + + + + + + + + + + + + + + + +
ycf12 - - - - + + + + + + + + + + + +
ycf13 - - - - - - + - - - - - - - - (+)
ycf15 + - + - - - - - - - - - - - - -
ycf16 - - - - - - - - - - + + + + + +
ycf17 - - - - - - - - - - - + + + + +
ycf19 - - - - - - - - - - - + + + - +
ycf20 - - - - - - - - - + - + + + - +
ycf21 - - - - - - - - - - - - + - + +
ycf22 - - - - - - - - - - - - + - - +
ycf23 - - - - - - - - - - - - + + + +
ycf24 - - - - - - - - - - + + + + + +
ycf27 - - - - - - - - - - - + + + + +
ycf29 - - - - - - - - - - - + + + + +
ycf32 - - - - - - - - - - + + + + + +
ycf33 - - - - - - - - - - + + + - + +
ycf34 - - - - - - - - - - - - + - + +
ycf35 - - - - - - - - - - + + + - + +
ycf36 - - - - - - - - - - - + + - + +
ycf37 - - - - - - - - - - - + + + + +
ycf38 - - - - - - - - - - - - + - + +
ycf39 - - - - - - - - - - + + + - + +
ycf40 - - - - - - - - - - + - + + - +
ycf41 - - - - - - - - - - + - + - - +
ycf43 - - - - - - - - - - + + + + - +
ycf44 - - - - - - - - - - + + + + - +
ycf45 - - - - - - - - - - + - + + - +
ycf46 - - - - - - - - - - + + + + - +
ycf47 - - - - - - - - - - + + + - - +
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Z O N O P M E C N M O G P C C S
e r i e i a u h e e d u o a y y
a y c n n r g l p s o i r n a n
ycf48 - - - - - - - - - - - - - - + +
ycf49 - - - - - - - - - - - - - + + +
ycf50 - - - - - - - - - - - - - - + +
ycf51 - - - - - - - - - - - - - - + +
ycf52 - - - - - - - - - - - - + - - +
ycf53 - - - - - - - - - - - - + + - +
ycf54 - - - - - - - - - - - - + + - +
ycf55 - - - - - - - - - - - - + + - +
ycf56 - - - - - - - - - - - - + - - +
ycf57 - - - - - - - - - - - - + - - +
ycf58 - - - - - - - - - - - - + + - +
ycf59 - - - - - - - - - - - - + + - +
ycf60 - - - - - - - - - - - - + - - +
ycf61 - - - - - - - - - + - + + + - +
ycf62 - - - - - - - + + + - - + + - +
ycf63 - - - - - - - - - - - - + - - +
ycf64 - - - - - - - - - - - - + - - +
ycf65 - - - - - - - - - + - + + + - +
ycf66 - - - - - + - - - + + - - - - +
ycf67 - - - - - - + - - - - - - - - -
ycf68 + + - - + - - - - - - - - - - -
ycf69 + + + - - - - - - - - - - - - -
ycf70 + + - - - - - - - - - - - - - -
ycf71 + + - - - - - - - - - - - - - -
ycf72 + + - - - - - - - - - - - - - -
ycf73 + + - - - - - - - - - - - - - -
ycf74 + + - - - - - - - - - - - - - -
ycf75 + + - - - - - - - - - - - - - -
ycf76 + + - - - - - - - - - - - - - -
ycf77 - - - - - - - + - - - - - - - -
ycf78 - - - - - - - + + + - - - - - -
ycf79 - - - - - - - - - - + + + + + +
ycf80 - - - - - - - - - - - + + + - -
ycf81 - - - - - - - - + + - - - - - +
ycf82 - - - - - - - - - - - - - + - +
ycf83 - - - - - - - - - - - - - + - +
ycf84 - - - - - - - - - - - - - + - +
rne - - - - - - - - + - - + + - - +
rnpB - - - - - - - - + - - - + - + +
Tabelle 2.5: Kodierung der Proteine in sequenzierten Chloroplastengenomen
und der Cyanobakterie Synechocystis. Mit + wird das Vorhandensein, mit −
die Abwesenheit der Proteine in den Genomen markiert. Die Proteine, die in al-
len Genomen Homologe ausweisen sind farblich hervorgehoben. Aus den mit rot
markierten Proteinen ist das konkatenierte Alignment zusammengesetzt. Die
Alignments der mit blau hervorgehobenen Proteine rpoB, rpoC1 und rpoC2
sind nicht Bestandteil des konkatenierten Datensatzes. Wie in Martin et al.
(1998) beschrieben, ergaben phylogenetische Untersuchungen der einzelnen Pro-
teinalignments fu¨r diese 3 Proteine Topologien, die im Widerspruch zu den u¨bri-
gen Ba¨umen der Proteindatensa¨tze stehen. Zea - Zea mays, Ory -Oryza sativa,
Nic - Nicotiana tabacum, Oen - Oenothera elata, Pin - Pinus thunbergii, Mar
- Marchantia polymorpha, Eug - Euglena gracilis, Chl - Chlorella vulgaris,
Nep - Nephroselmis olivacea, Mes - Mesostigma viride, Odo - Odontella
sinensis, Gui - Guillardia theta, Por - Porphyra purpurea, Can - Cyanidium
caldarium, Cya - Cyanophora paradoxa, Syn - Synechocystis sp.
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Proteinalignments Anzahl der Positio-
nen im Alignment
Proteinalignments Anzahl der Positio-
nen im Alignment
atpa 507 psbl 39
atpb 501 psbn 45
atpe 143 psbt 35
atpf 192 rpl2 29
atph 82 rpl14 124
petb 222 rpl16 143
petg 39 rpl20 131
psaa 755 rpl36 48
psab 738 rps2 279
psac 82 rps3 291
psaj 45 rps4 215
psba 361 rps7 159
psbb 509 rps8 148
psbc 487 rps11 146
psbd 355 rps12 12
psbe 85 rps14 103
psbf 44 rps18 175
psbh 82 rps19 96
psbi 53 ycf4 214
psbj 42 ycf9 110
psbk 61 Gesamtalignment 8308
Tabelle 2.6: U¨bersicht der einzelnen Alignments plastida¨rer Proteine
Das Plastidenalignment wurde wie im vorherigen Abschnitt beschrieben
erstellt. Aufbauend auf den Datensa¨tzen, die als Grundlage fu¨r die Analysen
in Martin et al. (1998) sowie Stoebe et al. (1999) dienten, entstand dieser
Datensatz durch Erga¨nzung aktuell vero¨ffentlichter Plastidengenome (siehe
auch Tabelle 2.4).
Die 41 Proteinalignments aus denen sich das Plastidenalignment zusammen-




Wie im vorherigen Kapitel beschrieben handelt es sich bei den Datensa¨tzen
um konkatenierte Proteinalignments. Die einzelnen Proteine eines Genoms
unterlagen unterschiedlichen Evolutionsprozessen. Somit lassen einzeln unter-
suchte Proteinalignments nur schwer Ru¨ckschlu¨sse auf die phylogenetischen
Beziehungen zwischen den zu vergleichenden Spezies zu. Die Konkatenierung
der Proteindaten zu einem einzigen Datensatz wirkt diesem Problem entgegen,
weil so die verschiedenen phylogenetischen Informationen der einzelnen Daten
vereinigt werden. Allerdings bleiben die sto¨renden Einflu¨sse von Insertionen,
Deletionen und Ru¨cksubstitutionen von Aminosa¨uren bei der phylogenetischen
Rekonstruktion weiterhin erhalten.
Die in diesem Kapitel durchgefu¨hrten Untersuchungen haben neben der
Erstellung der phylogenetischen Beziehungen der Spezies das Ziel, durch
Kombination und Gegenu¨berstellung der in den vorangegangenen Kapiteln
vorgestellten Methoden die Mo¨glichkeiten zur Lokalisierung solcher sto¨renden
Sequenzdaten zu ergru¨nden.
3.1 Untersuchungsschritte
Im ersten Schritt wurden die Datensa¨tze mit dem Programm SORTAL sortiert
(vgl. 2.1.4.2).
Der zweite Schritt beinhaltete die RASA Analyse (2.1.3). Der tRasa Wert
wurde jeweils fu¨r den gesamten Datensatz und fu¨r jede einzelne Variabi-
lita¨tsgruppe berechnet. Die Alignmentabschnitte der Variabilita¨tsgruppen,
deren tRasa Wert u¨ber dem Schwellwert tCrit lag und somit ein signifikantes
phylogenetische Signal beinhalten bildeten das RASA Alignment (vgl. 2.1.4.4).
Im folgendem dritten Schritt wurden jeweils aus den sortiertem kompletten
und aus dem RASA Datensatz Ba¨ume unter der Verwendung der Programme
PROTDET und PBL (vgl. 2.1.4.3) rekonstruiert.
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Bei PBL wurden mit der PROTML Option Ba¨ume aus dem gesamten
Alignment und jeweils nach Reduzierung um die ho¨chste Variabilita¨tsklas-
se erstellt. Fu¨r das komplette Alignment erfolgte mit der downweighting
Option des PROTDET Programms die Berechnung von 11 Distanzmatrizen
und die daraus resultierenden Baum-Spektren. Diese Option fiel bei der Ana-
lyse des RASA Alignments aufgrunde der fehlenden konstanten Positionen weg.
Die besten Splits wurden jeweils aus den Spektren mit der closest tree
selection ausgewa¨hlt.
3.2 Auswertung der Bakteriendatensa¨tze
3.2.1 Der Archae- und Eubakteriendatensatz
Zuna¨chst wurde der Datensatz untersucht, der sowohl Archae- und Eubakterien
umfaßt (vgl. Tabelle 2.3). Durch Sortierung der Positionen mit dem Programm
SORTAL ließ sich die Gro¨ße der einzelnen Variabilita¨tsgruppen ablesen (vgl.
Tabelle 3.1). Die Ergebnisse der daraufhin durchgefu¨hrten RASA Untersuchung
zeigen die Abbildungen 3.1 und 3.2.
Variabilita¨tsgruppe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Anzahl der Positionen 284 527 643 719 671 667 594 511 434 345
Variabilita¨tsgruppe 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Anzahl der Positionen 223 130 133 62 45 31 34 28 32 2869
Tabelle 3.1: U¨bersicht der Variabilita¨tsgruppen des Archae-/ Eubakterienali-
gnments
Die Abbildung 3.1 zeigt die tRasa Werte bezu¨glich der einzelnen Variabi-
lita¨tsgruppen. Die Zahlen in den Klammern geben die jeweilige Anzahl der
Positionen der Variabilita¨tsgruppen wieder. Durch die blaue Linie ist der
Schwellwert tCrit markiert. Neben den tRasa Werten der Gruppen 18 und 20
liegen wider Erwarten die tRasa Werte bei den Gruppen mit den niedrigen
Variabilita¨ten 2 bis 9 unterhalb des kritischen Schwellwertes tCrit und
enthalten somit laut der RASA Definition kein eindeutiges phylogenetisches
Signal. Dies steht im Gegensatz zu der Annahme, daß gerade Positionen mit
niedriger Variabilita¨t bessere phylogenetische Informationen enthalten als sehr
variable Positionen.
In den Diagrammen in Abbildung 3.2 sind fu¨r jede einzelne Variabilita¨tsgruppe
die Werte RASAij u¨ber den Eij Werten als Kreuze, die Ausgleichsgerade
als gru¨ne gestrichelte Linie und die Nullgerade als blaue gestrichelte Linie
markiert. Bei den farblich in gru¨n hervorgehobenen Kreuzen handelt es sich
um Sequenzpaare i,j, wobei i und j fu¨r jeweils ein Archaebakterium stehen.
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Betrachtet man die Abbildungen 3.2 a bis i, die die einzelnen RASA Diagramme
fu¨r die Variabilita¨tsgruppen 2 bis 9 zeigen, so ist zu erkennen, daß die gru¨nen
Kreuze deutlich oberhalb der Geraden und der u¨brigen Kreuze liegen. Dies
bedeutet, daß sich selbst in den niedrigen Variabilita¨tsgruppen die Proteine
die Archaebakterien zum einen sehr a¨hnlich sind und sich zum anderen sehr
stark von den u¨brigen Eubakterien unterscheiden.
Wie im zweiten Kapitel beschrieben, fu¨hren gerade solche langen A¨ste bei der
RASA Analyse zu Problemen. Durch solche sehr stark abweichenden Werte
wird die Steigung der Ausgleichgeraden β erho¨ht. Der Einfluß auf die Bestim-
mung der Nullgeradensteigung β0 ist noch extremer, weil sich die Steigung aus
dem Mittelwert der einzelnen Steigungen der Permutationsalignments bildet
(vgl. Abschnitt 2.1.4). Dies hat zur Folge, daß β0 einen gro¨ßeren oder fast
genauso großen Wert wie β annimmt und sich aus den Formeln in Abschnitt
2.1.4 fu¨r tRasa ein negativer bzw. ein sehr kleiner Wert ergibt.
Die Archaebakterien, die sich sehr stark von den Eubakterien unterscheiden,
sind die bei diesem Datensatz folglich die Ursache fu¨r die niedrigen tRasa
Werte in den unteren Variabilita¨tsgruppen. Um diesem RASA Problem entge-
genzutreten, blieb als einzige Mo¨glichkeit, sich bei den folgenden Analysen nur
auf die Eubakterien zu beschra¨nken. Es wurden hierzu die Proteinalignments




































Abbildung 3.1: RASA-Analyse des Datensatzes mit Archae- und Eubakterien:
Verteilung von tRasa in Abha¨ngigkeit zur Variabilita¨t.

























































































































Abbildung 3.2: RASA-Analyse der Variabilita¨tsgruppen 2 (a) bis 11 (j) des
Archae- und Eubakterien Alignments. Die Kreuze stellen die Abha¨ngigkeit von
Anzahl der Paare zu Anzahl der Triplets fu¨r alle Sequenzpaare dar. Mit den
gru¨nen Kreuzen sind Sequenzpaare hervorgehoben, bei denen es sich um ein Ar-
chaebakterienpaar handelt. Die Ausgleichsgerade ist blau, die Nullgerade pink
dargestellt.
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3.2.2 Der Eubakteriendatensatz
Fu¨r die in Tabelle 2.3 aufgefu¨hrten 32 Proteine wurden aus den entsprechenden
Sequenzen der 21 Eubakterien neue Alignments mit CLUSTALW erstellt,
aneinandergefu¨gt und mit dem Programm SORTAL nach Variabilita¨ten
sortiert. Die Anzahl der Positionen betrug im Gegensatz zu dem Archae-
/Eubakterien mit 8982 nur noch 8026 Positionen. Die Gro¨ßen der einzelnen
Variabilita¨tsgruppen sind Tabelle 3.2 dargestellt.
Variabilita¨tsgruppe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Anzahl der Positionen 679 863 830 806 678 578 493 414 291 170
Variabilita¨tsgruppe 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Anzahl der Positionen 100 66 45 25 31 50 37 64 118 1688
Tabelle 3.2: U¨bersicht der Variabilita¨tsgruppen des Eubakterienalignments
Die Ergebnisse der RASA Analyse der einzelnen Variabilita¨tsklassen des Eubak-
teriendatensatzes geben die Abbildungen 3.3 bis 3.5 wieder. Die tRasa Werte
im Diagramm 3.3 zeigen, daß alle Variabilita¨tsgruppen außer 2, 3, 13, 14, 19 und
20 den RASA Test bestehen und somit ein eindeutiges phylogenetisches Signal
enthalten. Nach der Hinwegnahme des langen Archaebakerien Astes unterlegt
RASA die Annahme, daß gerade die niedrigen Variabilita¨tsgruppen phylogene-
tische Information beinhalten. Fu¨r den gesamten Datensatz weißt die RASA
Analyse ebenfalls das Vorhandensein eindeutiger phylogenetischer Signale auf.
In den Diagrammen la¨ßt sich auch keine eindeutige ” Ausreißergruppe“ wie die
der Archaebakterien in den Abbildungen 3.2 erkennen.
Das anhand des Diagrammes 3.3 erstellte RASA Alignment entha¨lt die
Variabilita¨tsgruppen 4 bis 12 und 15 bis 18. Mit dem gesamten und mit dem
RASA Alignment wurden wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben zwei
Untersuchungen vorgenommen. Zum einen die PROTML Analysen von jeweils
den beiden Datensa¨tzen und nach der Reduzierung um die ho¨chste Variabi-
lita¨tsgruppe. Zum anderen erfolgte die Auswertung der beiden Datensa¨tze mit
dem Programm PROTDET. Bei dem vollsta¨ndigen Datensatz wurde dabei die
downweight Option angewendet.
Die aus den zwei Datensa¨tzen erstellten Abstammungsba¨ume sind in Ab-
bildung 3.6 zu sehen. Der Baum in 3.6a) wurde sowohl aus dem gesamten
Original- als auch aus dem RASA-Alignment mit PROTML rekonstruiert. Der
PROTDET Baum aus dem gesamten urspru¨nglichen Alignment ist in 3.6 b)
und aus dem RASA Alignment in 3.6 c) zu sehen.
Nach der Reduzierung um die jeweils ho¨chste Variabilita¨tsgruppe entspricht
die Topologie der PROTML Untersuchung des urspru¨nglichen Datensatzes bis
zur Reduzierung um die Variabilita¨tsgruppe 5 jener in 3.6 a). Bei dem RASA
Alignment stimmen die ML-Topologien bis auf die letzten 4 Reduzierungs-




























Abbildung 3.3: RASA-Analyse des Eubakterien-Datensatzes: Verteilung von
tRasa in Abha¨ngigkeit zur Variabilita¨t
schritte mit dem ML Baum in Abbildung 3.6 a) u¨berein. Bei der downweight
Option von PROTDET ergab sich in den 11 Schritten keine A¨nderung zur
Topologie in Abbildung 3.6 b).
Die drei Topologien stimmen in den folgenden 6 Teilba¨umen u¨berein:
i. Chlamydia Gruppe: (cp, ct)




vi. (((ec, hi), vib), pae)
Der Ast ((((((ec, hi), vib), pae), nm), xyf), rp) ist sowohl in den ML Ba¨umen
sowie in dem PROTDET Baum des urspru¨nglichen Datensatzes enthalten. Bei
dem PROTDET Baum des RASA Alignments haben lediglich Neisseria und
Xyella die Positionen getauscht und Rickettsia ist gemeinsam mit iii.) an ei-
nem Ast zu finden. Weitere Unterschiede dieser PROTDET Topologie in Abbil-
dung 3.6 c) zu den anderen zwei Topologien sind die Positionen den Teilba¨umen
i.), ii.) und iv.).

























































































































Abbildung 3.4: RASA-Analyse der Variabilita¨tsgruppen 2 (a) bis 11 (j) des
Eubakterien Alignments. Die Kreuze stellen die Abha¨ngigkeit von Anzahl der
Paare zu Anzahl der Triplets fu¨r alle Sequenzpaare dar. Die Ausgleichsgerade
ist gru¨n, die Nullgerade blau dargestellt.













































































































Abbildung 3.5: RASA-Analyse der Variabilita¨tsgruppen 12 (a) bis 20 (i) des
Eubakterien Alignments. Die Kreuze stellen die Abha¨ngigkeit von Anzahl der
Paare zu Anzahl der Triplets fu¨r alle Sequenzpaare dar. Die Ausgleichsgerade
ist gru¨n, die Nullgerade blau dargestellt.































































Abbildung 3.6: Phylogenetische Ba¨ume des Eubakteriendatensatzes. a) ML
Baum erstellt aus dem urspru¨nglichen und dem RASA Datensatz mit
PROTML. b) PROTDET Baum des kompletten Datensatzes. c) PROTDET
Baum des RASA Datensatzes
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Sind in den Ba¨umen 3.6 a),b) die Chlamydia Gruppe (i) und die Spirochaeten
(ii) noch am selben Ast zu finden, so bildet i.) gemeinsam mit Synechocystis
und iv.) einen Teilbaum. Die Spirochaeten (ii) sind zusammen mit v.) an einem
Teilbaum zu lokalisieren.
Neben der Plazierung des Astes iv.) unterscheiden sich die drei Topologien in
den Positionen von Deinococcuus, Mycobacterium und Synechocystis. In den
ML Ba¨umen ist der Ast mit ((syn,mtu), der) enthalten. In den PROTDET
Ba¨umen sind hingegen Deinococcuus und Mycobacterium direkt benachbart.
Aus der PROTDET Analyse des urspru¨nglichen Datensatzes ist Synechocystis
noch am selben Ast wie dieses Paar zu finden und bei der Topologie des
RASA Alignments gemeinsam mit der Chlamydia Gruppe (i), wie bereits oben
erwa¨hnt wurde.
Bei der Reduzierung um die jeweils ho¨chste Variabilita¨tsgruppe erstellte
PROTML bis zur Reduzierung der Variabilita¨t 8 den oben beschriebenen
Baum. In den folgenden drei Schritten beinhalten die jeweiligen Topologien
anstatt ((syn,mtu), der) den Ast ((der,mtu),mtu). In den letzten drei Schrit-
ten wechseln mit Ausnahme der Teilba¨ume ((((ec, hi), vib), pae), xyf), i), ii),
iii), iv) sowie der Mycoplasma Gruppe alle A¨ste ihre Positionen.
Bei der ML Analyse des RASA Alignments ergab bis zum 9. Reduzierungs-
schritt, die Reduzierung um Variabilita¨tsgruppe 8, die Topologie in 3.6 a). In
den folgenden drei Schritten a¨nderten nur Deinococcuus, Mycobacterium und
Synechocystis ihre Positionen. Nach dem letzten Schritt beinhaltete das Ali-
gnment nur noch die Variabilita¨tsgruppe 3. Der daraus erstellte ML Baum
enthielt von der beschriebenen ML Topologie nur noch die A¨ste i) - v) und
((((ec, hi), vib), pae), xyf).
3.2.2.1 Qualitativer Vergleich der erstellten Eubakterienba¨ume
Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, wurden mit den Programmen
PROTDET und PROTML fu¨r den gesamten und den RASA Datensatz drei
verschiedene Topologien erstellt (vgl. Abbildung 3.6). Die Topologien der der
ML Ba¨ume waren dabei fu¨r beide Datensa¨tze identisch (vgl. Abbildung 3.6
a)). Die Topologien der PROTDET Ba¨ume des gesamten und des RASA
Datensatzes unterschieden sich untereinander und wiesen zudem Differenzen
zur ML Topologie auf(vgl. Abbildung 3.6 b) und c)).
Die drei Topologien werfen nun zum einen die Frage auf, ob sich die Redu-
zierung des Datensatzes mit Hilfe der Variabilita¨tseinteilung und der RASA
Methode auf das RASA Alignment wirklich bei der Lokalisierung phyloge-
netisch informativer Daten eignet. Zum anderen ist auch die Qualita¨t der
Topologien in Abha¨ngigkeit der Rekonstrutkionsmethoden zu beru¨cksichtigen.
Zuna¨chst soll die ML Topologie betrachtet werden. Ausgehend von einer
NJ Topologie wurde mit dem Local Rearrangement Prinzip der ML Baum
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erstellt. Bei diesem Vorgehen wird fu¨r die entsprechenden Teilba¨ume eine
lokale Wahrscheinlichkeit berechnet. Diese wird auch LBP (Local Bootstrap
Probability) genannt. Der entgu¨ltige ML Baum setzt sich aus den wahrschein-
lichsten Teilba¨umen zusammen.
Die zwei ML Topologien sind zwar identisch, allerdings unterscheiden sich
die LBPs fu¨r einige Teilba¨ume. Die Tabelle 3.3 gibt die LBPs der einzelnen
Teilba¨ume beider ML Ba¨ume wieder.
Alle A¨ste, die in der Topologie des gesamten Datensatzes mit den LBP von
100% bzw. knapp 100% rekonstruiert werden, haben auch bei der Topologie
des RASA Alignments einen Wert von 100% bzw. knapp 100%. Mit einer
Ausnahme geho¨ren die A¨ste zu den ”sicheren“ A¨sten, an denen Teilba¨ume mit
einem OTU Paar liegen.
Die Ausnahme (mtu, syn) stellt mit 58% allerdings deutlich einen ”kritischen“
Ast dar. Bei der Rekonstruktion des ML Baums aus dem RASA Datensatz
weißt dieser Ast einen ”sicheren“ Wert von 76 % auf. Dafu¨r sinkt aber der Ast
((mtu, syn), der) von 94% deutlich auf nur 75%. Ebenfalls verschlechterte sich
der Ast ((((mg,mp), bs), ((mtu, syn), der)), (aae, tm)) eindeutig von 81% auf
69%.
Die Positionierung von Synechocystis, Deinococcus undMycobacterium stellt
wie bereits beschrieben einen markanten Unterschied zwischen den ML und den
PROTDET Topologien dar. So bildet in den PROTDET Ba¨umen Deinococcus
und Mycobacterium ein direktes OTU Paar. Die NJ Topologie, die als
Ausgangstopologie fu¨r das Local Rearrangement mit PROTML verwendet
wurde, weißt ebenfalls dieses OTU Paar auf. Allerdings ergeben sich fu¨r dieses
Paar sowohl fu¨r das urspru¨ngliche sowie fu¨r das RASA Alignment deutlich
geringere LBPWerte (bei den jeweils kompletten Datensa¨tzen jeweils nur 15 %).
Diese beiden mo¨glichen A¨ste lassen sich bei PROTDET anhand der be-
rechneten Frequenzen vergleichen. In Tabelle 3.4 sind alle Splits, die in
dem beiden PROTDET und in den PROTML Analysen erstellt worden
sind, aufgefu¨hrt. Die Frequenzen der Splits sind in den Diagrammen 3.7 a)
bezu¨glich des gesamten und 3.7 b) bezu¨glich des RASA Datensatzes dargestellt.
Im Vergleich der Diagramme ist gut zu erkennen, daß die Frequenzen der Splits
des PROTDET Baumes aus dem RASA Alignment deutlich ho¨her sind, als die
des gesamten Datensatzes. Auch die Splits 13, 14, 16 weisen zum Teil deutlich
gro¨ßere Frequenzen bei der PROTDET Analyse des RASA Datensatzes auf als
bei der des gesamten Datensatzes, obwohl sie in der Topologie nicht vorhanden
sind (vgl. Abbildung 3.7 und Tabelle 3.4). Dafu¨r ergeben sich fu¨r die Splits
26, 27 und 28, die nur in der ML Topologie zu finden sind niedrigere Frequenzen.
Um die Positionierung von Synechocystis, Deinococcus und Mycobacterium
anhand der PROTDET Frequenzen vergleichen zu ko¨nnen, mu¨ssen die Splits
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LBP - gesamte Daten LBP - RASA Daten
(aae, tm) 100 100
(mg,mp) 100 100
((mg,mp), bs) 100 99
(mtu, syn) 58 76
((mtu, syn), der) 94 75
(((mg,mp), bs), ((mtu, syn), der)) 96 98
((((mg,mp), bs), ((mtu, syn), der)), (aae, tm)) 81 69
(bb, tp) 100 100
(cp, ct) 100 100
((bb, tp)(cp, ct)) 100 98
(((((mg,mp), bs), ((mtu, syn), der)), (aae, tm)),
((bb, tp)(cp, ct))) 98 98
(cj, hp) 100 100
(ec, hi) 100 100
((ec, hi), vib) 100 100
(((ec, hi), vib), pae) 100 100
(((((ec, hi), vib), pae), xyf), )nm) 100 96
((((((ec, hi), vib), pae), xyf), )nm), rp) 100 100
Tabelle 3.3: Die ML Topologie umfaßt 17 A¨ste. Die LBP Werte dieser A¨ste sind
fu¨r den gesamten Datensatz in der mittleren und die des RASA Datensatzes in
der dritten Spalte aufgefu¨hrt.
15, 26, 12 und 19 betrachtet werden. Fu¨r den von den der ML Analyse
erstellten Split 26 (mtu, syn) ergeben sich gegenu¨ber dem PROTDET Split
(der,mtu) wesentlich niedrigere Frequenzen. Im Falle des RASA Alignments
ist die Frequenz des Splits 26 sogar negativ ( 3.7 b)). Die Positionierung von
Synechocystis am Chlamydia Ast (Splits 19) erha¨lt nur bei der PROTDET
Topologie des RASA Datensatzes eine deutlich gro¨ßere Frequenz als Split 12.






5 (ec, hi, nm, pae, vib, xyf)
6 (ec, hi, vib)
7 (aae, tm)
8 (ec, hi, pae, vib)




13 (bb, cp, ct, tp)
14 (ec, hi, pae, vib, xyf)
15 (der,mtu)
16 (bb, bs, cp, ct,mg,mp, tp)
17 (bb, bs, cj, cp, ct, hp,mg,mp, tp)
18 (aae, ec, hi, nm, pae, rp, tm, vib, xyf)
19 (cp, ct, syn)
20 (ec, hi, nm, pae, vib)
21 (bb, bs,mg,mp, tp)
22 (cj, hp, rp)
23 (aae, bb, bs, cp, ct,mg,mp, syn, tm, tp)
24 ((aae, cp, ct, syn, tm)
25 (der, ec, hi,mtu, nm, pae, vib, xyf)
26 (mtu, syn)
27 (bs, der,mg,mp,mtu, syn)
28 (aae, bs, der,mg,mp,mtu, syn, tm)
29 (aae, bb, bs, der,mg,mp,mtu, syn, tm, tp)
Tabelle 3.4: Die Splits 1 bis 18 sind im PROTDET Baum des gesamten Eu-
bakteriendatensatzes enthalten. Der PROTDET Baum des RASA Alignments
setzt sich aus den Splits 1 bis 8, 10, 11, 15, 19 bis 25 zusammen. Die Splits
26 bis 29 sind in der ML Topologie, aber nicht in den PROTDET Topologien
enthalten. Die Zuordnung der Splits zu den Nummern erfolgte bezu¨glich der
Diagramme in 3.7
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Abbildung 3.7: Die Frequenzen der Splits, die in Tabelle 3.4 aufgefu¨hrt sind,
wurden mit PROTDET fu¨r das gesamte (a) und das RASA Alignment (b)
erstellt. Die Splits des gesamten Datensatzes sind in (a) und (b) rot und die
des RASA Datensatzes lila markiert. Die gru¨nen Balken der Splits 26 bis 29
stehen fu¨r die Frequenzen der Splits, die in der ML Topologie nicht aber in den
PROTDET Topolgien enthalten sind.
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Durch Berechnung des Likelihoods fu¨r jede der drei Topologien lassen sich die
Ba¨ume durch statistische Tests wie dem Kishino-Hasegawa Test (Kishino and
Hasegawa (1989)) vergleichen. Mit dem Programm PROTML kann der Test
von Kishino-Hasegawa durchgefu¨hrt werden.
Der Vergleich der drei Topologien fu¨hrte zu folgenden Ergebnissen.
protml 2.3b3 JTT 3 trees 21 OTUs 8026 sites.
Tree ln L Diff ln L S.E. #Para AIC Diff AIC TBL RELL-BP
-------------------------------------------------------------------
1 -195877.3 0.0 <-best 39 391832.5 0.0 ME 1.0000
2 -196209.5 -332.3 53.0 39 392497.1 664.6 5.5 0.0000
3 -196449.6 -572.4 84.9 39 392977.2 1144.7 7.6 0.0000
protml 2.3b3 JTT 3 trees 21 OTUs 3778 sites.
Tree ln L Diff ln L S.E. #Para AIC Diff AIC TBL RELL-BP
-------------------------------------------------------------------
1 -142670.8 0.0 <-best 39 285419.7 0.0 ME 1.0000
2 -142865.8 -194.9 35.2 39 285809.6 389.9 11.3 0.0000
3 -143028.0 -357.2 55.2 39 286134.1 714.4 17.7 0.0000
Bei den Ba¨umen handelt es sich bei Baum 1 um die ML Topologie, bei 2 um
die PROTDET Topologie aus dem gesamten und bei 3 um die PROTDET To-
pologie des RASA Datensatzes. Entscheidend bei dem Test ist der Wert ln L,
der natu¨rliche Logarithmus aus dem berechneten Likelihood Wert. Dieser Wert
ist sowohl beim Test des gesamten wie auch beim RASA Alignment am gering-
sten. Folglich ergibt sich fu¨r Baum 1 der gro¨ßte Likelihood. Auch fu¨r den Wert
AIC (Akaike Information Criterium), mit AIC = −2 ln L + 2 #Para, ergibt
Baum 1 das beste Resultat. Hierbei gibt der Parameter #Para die Anzahl aller
internen und externen A¨ste des Baumes an.
3.3 Auswertung des Plastidendatensatzes
Mit den in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen Methoden wurde
nun auch der Plastidendatensatz ( 2.6) untersucht. Begonnen wurde wiederum
mit der Sortierung nach Variabilita¨tsgruppen mit dem Programm SORTAL
(vgl. Tabelle 3.5) gefolgt von der RASA Analyse, deren Ergebnisse in den
Diagrammen der Abbildungen 3.8 bis 3.10 festgehalten sind.
In der Darstellung der tRasa Werte in Diagramm 3.8 ist zu erkennen,
daß tRasa der Variabilita¨tsgruppen 3, 8, 10, 12, 13 und 15 unterhalb des
Schwellwertes tCrit liegen, also nach dem RASA Test kein eindeutiges phy-
logenetisches Signal beinhalten. Fu¨r den gesamten Datensatz liegt der tRasa
knapp unterhalb des Schwellwertes.
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Variabilita¨tsgruppe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Anzahl der Positionen 3155 1756 1000 588 435 331 196 131 75 39
Variabilita¨tsgruppe 11 12 13 14 15 16
Anzahl der Positionen 36 35 53 53 136 289
Tabelle 3.5: U¨bersicht der Variabilita¨tsgruppen des Plastidenalignments
Das aus dem Plastidendatensatz erstellte RASA Alignment beinhaltet somit



























Abbildung 3.8: RASA-Analyse des Plastidendatensatz: Verteilung von tRasa
in Abha¨ngigkeit zur Variabilita¨t
Der urspru¨ngliche und der RASA Plastidendatensatz wurden ebenso wie
der Eubakteriendatensatz mit den Programmen PROTDET und PROTML
untersucht. Die PROTML Analysen wurden mit PBL nach der Reduzierung
der jeweils ho¨chsten Variabilita¨tsgruppe ausgefu¨hrt. Die downweight Option
von PROTDET konnte wiederum nur fu¨r den urspru¨nglichen Datensatz
angewandt werden, weil dieser im Gegensatz zum RASA Alignment konstante
Positionen entha¨lt.
Die ML Topologien, die sowohl fu¨r das urspru¨ngliche und fu¨r das RASA
Alignment erstellt wurde, sind in Abbildung 3.11a) und b) zu sehen. Die
Topologie unterscheiden sich lediglich durch die Position von Cyanophora. Im
ML Baum des urspru¨nglichen Datensatzes bildet es mit Synechocystis einen
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Ast ( 3.11a)). Bei der Topologie des RASA Alignments bilden Cyanophora
und Synechocystis keinen gemeinsamen Ast mehr, sind aber trotzdem direkt
benachbart. Bei der Reduzierung der jeweils ho¨chsten Variabilita¨tsgruppe
bleibt diese Topologie fu¨r den urspru¨nglichen Datensatz bis zu den letzten
3 und beim RASA Alignment bis zu den letzten 5 Reduzierungsschritten
erhalten. Die PROTDET Ba¨ume sind in den Abbildungen 3.11 c), fu¨r den
urspru¨nglichen und 3.11d) fu¨r das RASA Alignment dargestellt. In den 11
downweight Schritten a¨ndert sich an der Topologie 3.11 c) nichts.
Die vier Topologien stimmen in drei A¨sten u¨berein.
i. (((((mai, ory), (nic, oen)), pin),mar),mes)
ii. (cya, syn)
iii. (gui, por)
In allen vier Ba¨umen sind die Gru¨nalgen Nephroselmis und Chlorella
sowie Euglena direkt zu Ast i. benachbart. Allerdings unterscheiden sich die
Topologien in der Position von Euglena. In den ML Topologien ist Euglena
am Ast der direkt benachbarten Gru¨nalgen zu finden. Im PROTDET Baum
des urspru¨nglichen Datensatzes bilden Euglena und die Gru¨nalgen getrennte
A¨ste. Im Fall des RASA Alignments bildet Euglena zwar wieder gemeinsam
mit den Gru¨nalgen einen Ast, allerdings direkt benachbart zu Chlorella.
In allen vier Topologien sind Cyanidium und Odontella jeweils benach-
bart, wobei sie aber in den ML Ba¨umen gemeinsam einen Ast bilden , bei
den PROTDET Topologien jeweils einzelne A¨ste bilden. Zudem unterschei-
den sich Positionen in den zwei PROTDET Ba¨umen von denen des ML Baumes.
Bei der Reduzierung der jeweils ho¨chsten Variabilita¨tsstufe des urspru¨nglichen
Datensatzes ergeben sich bei den Topologien zu der in Abbildung 3.11a)
bis zum Reduzierung um die Variabilita¨tsgruppe 7 keine Vera¨nderungen. In
den folgenden 3 Schritten a¨ndert sich lediglich die Positionen von Euglena
und Pinus. Nach dem letzten Reduzierungsschritten tauschen zudem noch
Odontella und Guillardia ihre Positionen und Mesostigma bildet mit
Nephroselmis und Chlorella mit Euglena je einen Ast.
Beim RASA Datensatz ergibt sich bis zum 7. Reduzierungsschritt keine
A¨nderung gegenu¨ber dem ML Baum (3.11b)). Im folgenden Schritt bil-
det Mesostigma mit Euglena und den Gru¨nalgen gemeinsam den Ast
(((chl, nep), eug),mes). Nach dem na¨chsten Schritt ist Mesostigma wieder
an der Position wie in 3.11b) zu finden. Allerdings tauschen Euglena und
Nephroselmis ihre Positionen. Außerdem stellen in nur dieser Topologie
Nicotiana und Oenthera keinen gemeinsamen Ast sondern zwei benachbar-
te einzelne A¨ste dar. Im na¨chsten Schritt bildet zuna¨chst Mesostigma mit
Nephroselmis einen Ast. In letzten 2 Topologien erga¨nzt Nephroselmis Ast
i. In diesen eben beschriebenen 5 Schritten haben ebenfalls Odontella und
Guillardia ihre Positionen bezu¨glich 3.11b) gewechselt.
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3.3.1 Qualitativer Vergleich der Topologien
Die vier erstellten Topologien des Plastidendatensatzes weisen weniger Unter-
schiede zueinander auf, als die Bakterienstammba¨ume (3.6). Um den Einfluß
der Einteilung in Variabilita¨tsklassen sowie der RASA Analyse auf die Qualita¨t
der Topologien besser zu veranschaulichen, sollen wiederum die LBP bzgl. der
PROTML (Tabelle 3.6) und die Frequenzen bzgl. der PROTDET Analysen
(Abbildung 3.12) herangezogen werden.
Wie bereits beschrieben unterscheiden sich die zwei ML Topologien lediglich
in der Positionierung von Cyanophora und Synechocystis. Die LBP Werte
dieser zwei A¨ste in den letzten zwei Zeilen der Tabelle 3.6 weisen mit 56% bzw.
54% fast gleich geringe und somit wenig aussagekra¨ftige Werte auf. Auch in
den u¨brigen LBP gibt es zwischen den gesamten und dem RASA Daten kaum
Unterschiede. Lediglich die benachbarte Position von Mesostigma zu den
Landpflanzen liegt mit 61% deutlich unter der LBP von 92 % des gesamten
Datensatzes. Auffallend ist der LBP Wert des Astes (chl, nep), der gegenu¨ber
den u¨brigen A¨sten fu¨r beide Datensa¨tze deutlich geringere LBP Werte aufweißt.
LBP - gesamte Daten LBP - RASA Daten
(can, odo) 99 99
(gui, por) 100 98
((can, odo), (gui, por)) 100 100
(chl, nep) 54 61
((chl, nep), eug) 75 75
(mai, ory) 100 100
(nic, oen) 100 100
((mai, ory), (nic, oen)) 100 100
(((mai, ory), (nic, oen)), pin) 100 100
((((mai, ory), (nic, oen)), pin),mar) 100 100
(((((mai, ory), (nic, oen)), pin),mar),mes) 92 61
(((chl, nep), eug),
(((((mai, ory), (nic, oen)), pin),mar),mes)) 100 100
(((can, odo), (gui, por)), (((chl, nep), eug),
(((((mai, ory), (nic, oen)), pin),mar),mes))) 56 -
(cya, (((chl, nep), eug),
(((((mai, ory), (nic, oen)), pin),mar),mes))) - 54
Tabelle 3.6: Beide ML Topologien umfassen jeweils 13 A¨ste. Die unteren bei-
den A¨ste sind jeweils nur in der ML Topologie des gesamten oder des RASA
Datensatzes vorhanden. Die LBP Werte dieser A¨ste sind fu¨r den gesamten Da-
tensatz in der mittleren und die des RASA Datensatzes in der der dritten Spalte
aufgefu¨hrt.
In den Frequenzen der PROTDET Topologien in den Diagrammen 3.12
bezu¨glich der Splits aus Tabelle 3.7 ist wie auch bei den Analysen der Bakte-
riendaten festzustellen, daß die Frequenzen des RASA Datensatzes wesentlich
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gro¨ßer sind als die der gesamten Daten. Sogar die Splits 10 und 13, die
lediglich im gesamten, nicht aber im RASA Datensatz enthalten sind, weisen
bei der PROTDET Analyse des RASA Alignments leicht ho¨here Frequenzen
gegenu¨ber denen des Gesamtalignments auf.
Fu¨r den Split 16 (can, odo) der in beiden ML Topologien enthalten ist, ergeben
beide PROTDET Analyse negative Frequenzen. Laut der PROTDET Inter-
pretation bedeuteten diese Werte, daß die Daten diesem Split widersprechende
Informationen enthalten. Allerdings sind durch die Splits 7 und 12 Cyanidium
und Odontella in den PROTDET Topologien ebenfalls direkt benachbart. Le-
diglich die Positionierung an einem gemeinsamen Ast geht aus den PROTDET
Untersuchungen nicht hervor. Fu¨r den Split 17 des ML Baums des RASA Ali-
gnments ergibt sich bei den PROTDET Analyse des RASA Datensatzes eine
deutlich ho¨here Frequenz als fu¨r den Gesamtdatensatz. Die PROTDET Unter-
suchung weist somit ebenfalls ein deutliches Signal im RASA Datensatz nach,
daß Synechocystis und Cyanophora nicht gemeinsam an einem Ast plaziert
sind.
# Split
1 (mai,mar, nic, oen, ory, pin)
2 (mai, ory)
3 (mai, nic, oen, ory)
4 (can, cya, gui, odo, por, syn)
5 (mai, nic, oen, ory, pin)
6 (cya, syn)
7 (can, gui, odo, por)
8 (gui, por)
9 (nic, oen)
10 (can, cya, eug, gui, odo, por, syn)
11 (mai,mar,mes, nic, oen, ory, pin)
12 (gui, odo, por)
13 (chl, nep)
14 (chl, eug)
15 (chl, eug, nep)
16 (can, odo)
17 (can, gui, odo, por, syn)
Tabelle 3.7: Die Splits 1 bis 13 sind im PROTDET Baum des gesamten Plasti-
dendatensatzes enthalten. Der PROTDET Baum des RASA Alignments setzt
sich aus den Splits 1 bis 9, 11, 14 und 15 zusammen. Der Split 16 ist in bei-
den ML Topologien, der Split 17 in der Topologie des RASA Datensatzes, aber
nicht in den PROTDET Topologien enthalten. Die Zuordnung der Splits zu den
Nummern erfolgte bezu¨glich der Diagramme in 3.12
Um die 4 Topologien vergleichen zu ko¨nnen, wurde wiederum der Kishino-
Hasegawa-Test (Kishino and Hasegawa (1989)) mit PROTML fu¨r den gesamten
und fu¨r den RASA Datensatz durchgefu¨hrt.
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Es ergaben sich fu¨r die Topologien 1 , ML Baum aus gesamten Datensatz, 2,
ML Baum aus dem RASA Datensatz, 3, PROTDET Baum aus dem gesamten
Datensatz, und 4, PROTDET Baum aus dem RASA Datensatz, die folgenden
Resultate.
protml 2.3b3 JTT 4 trees 16 OTUs 8308 sites.
Tree ln L Diff ln L S.E. #Para AIC Diff AIC TBL RELL-BP
-------------------------------------------------------------------
1 -116220.4 0.0 <-best 29 232498.7 0.0 ME 0.5984
2 -116229.4 -9.0 25.3 29 232516.7 18.0 0.2 0.3596
3 -116295.9 -75.5 37.5 29 232649.8 151.0 0.4 0.0155
4 -116284.5 -64.1 35.7 29 232627.0 128.3 0.6 0.0265
protml 2.3b3 JTT 4 trees 16 OTUs 3470 sites.
Tree ln L Diff ln L S.E. #Para AIC Diff AIC TBL RELL-BP
-------------------------------------------------------------------
1 -69517.9 -2.1 14.5 29 139093.9 4.2 ME 0.4225
2 -69515.9 0.0 <-best 29 139089.7 0.0 0.2 0.5536
3 -69559.2 -43.4 26.1 29 139176.5 86.7 1.4 0.0160
4 -69562.6 -46.7 25.4 29 139183.2 93.4 1.9 0.0079
Im Fall des gesamten Alignment stellte sich auch die ML Topologie des gesamten
Datensatzes als die beste heraus. Fu¨r den RASA Datensatz ergab sich als die
beste Topologie die ML Topologie des RASA Alignments.

























































































































Abbildung 3.9: RASA-Analyse der Variabilita¨tsgruppen 2 (a) bis 11 (j) des Pla-
stiden Alignments. Die Kreuze stellen die Abha¨ngigkeit von Anzahl der Paare
zu Anzahl der Triplets fu¨r alle Sequenzpaare dar. Die Ausgleichsgerade ist gru¨n,
die Nullgerade blau dargestellt.

















































Abbildung 3.10: RASA-Analyse der Variabilita¨tsgruppen 12 (a) bis 14 (d) des
Plastiden Alignments. Die Kreuze stellen die Abha¨ngigkeit von Anzahl der Paa-
re zu Anzahl der Triplets fu¨r alle Sequenzpaare dar. Die Ausgleichsgerade ist
gru¨n, die Nullgerade blau dargestellt.






























































Abbildung 3.11: Phylogenetische Ba¨ume des Plastidendatensatz. a) ML Baum
erstellt aus den kompletten und b) dem RASA Datensatz mit PROTML. c)
PROTDET Baum des kompletten Datensatzes. d) PROTDET Baum des RASA
Datensatzes
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Abbildung 3.12: Die Frequenzen der Splits, die in Tabelle 3.7 aufgefu¨hrt sind,
wurden mit PROTDET fu¨r das gesamte (a) und das RASA Alignment (b)
erstellt. Die Splits des gesamten Datensatzes sind in (a) und (b) rot und die
des RASA Datensatzes lila markiert. Der gru¨ne Balken der Splits 16 und 17
stehen fu¨r die Frequenzen der Splits, die in den ML Topologien nicht aber in
den PROTDET Topologien enthalten sind.
Kapitel 4
Diskussion
Eine Gegenu¨berstellung der Ergebnisse zu bisherigen Forschungsergebnissen
gestaltet sich schwierig, weil bisher in der Literatur kaum vergleichbare
Untersuchungen existieren.
Bakterienstammba¨ume basieren in der Literatur zumeist auf Untersuchungen
einzelner Proteine vorwiegend 16s rRNA. Lediglich in Wa¨chtersha¨user (1998)
ist eine Gegenu¨berstellung von Bakteriengenomen zu finden. Dieser versucht
allerdings anhand der Anordnung und Existenz der Gene auf das Genom einer
mo¨glichen Urlebensform zu schließen.
Die Untersuchungen der Endosymbiontenhypothese anhand der Gegenu¨berstel-
lung aller homologen plastida¨ren Proteine und entsprechender Homologer des
Cyanobakteriums Synechocystis sp. stellen eine Fortfu¨hrung der vorwiegend
institutsinternen Forschungsergebnisse in Martin et al. (1998) und Stoebe et al.
(1999) dar.
Die Kombination der RASA Methode mit den verwendeten phylogenetischen
Rekonstruktionsmodellen wurde noch nie in dieser Form durchgefu¨hrt. Die
RASA Methode fu¨r sich alleine diente bisher zum Nachweis von phyloge-
netischen Signalen, aber nicht als Hilfsmethode phylogenetisch relevante
Informationen innerhalb großer Datenmengen zu lokalisieren. Eine andere
Methode, die versucht systematisch eine Datenmenge auf ein Minimum an
phylogenetisch informativen Daten zu reduzieren, wurde bisher nicht publiziert.
In diesem Kapitel sollen zuna¨chst die Ergebnisse basierend auf der Interaktion
von Daten und der Kombination der verschiedenen Modelle diskutiert werden,
bevor in den Abschnitten 4.2 und 4.3 eine Gegenu¨berstellung der erstellten
Abstammungsba¨ume zu bisher bekannten Topologien folgt.
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4.1 Die angewandten phylogenetischen Methoden
im Vergleich
4.1.1 Die RASA Untersuchungen
Die Ergebnisse der RASA Untersuchungen der gesamten Datensa¨tze sowie
der einzelnen Variabilita¨tsklassen zeigten, daß das RASA Kriterium (vgl.
Abschnitt 2.1.4, Lyons-Weiler and Hoelzer (1996), Lyons-Weiler and Hoelzer
(1997), Lyons-Weiler and Hoelzer (1999)) ein geeigneter Indikator fu¨r das
Vorhandensein phylogenetischer Signale darstellt.
Zuna¨chst verdeutlichte die Analyse des Archae-/ Eubakteriendatensatzes, daß
sich die Proteine des Datensatzes der Archaebakterien sehr stark a¨hneln und
sich deutlich von den Eubakterien unterscheiden.
Bei der Untersuchung des RASA Datensatzes wies sowohl der gesamte Daten-
satz wie auch hauptsa¨chlich niedrige Variabilita¨tsgruppen das Vorhandensein
von phylogenetischen Signalen auf. Dies besta¨tigte die Hypothese, daß gerade
die niedrigen Variabilita¨tsklassen wichtige phylogenetische Informationen
beinhalten.
Zu einem a¨hnlichem Resultat fu¨hrten auch die RASA Analysen des Plastiden-
datensatz. Auch hier war ein phylogenetisches Signal vermehrt in den niedrigen
Variabilita¨tsklassen zu finden.
Die Auswahl der Variabilita¨tsklassen des RASA Alignments unterstu¨tzt zudem
das RASA Kriterium als Indikator fu¨r phylogenetische Informationen. Beim
Eubakterien Datensatz erstellte PROTML fu¨r den gesamten sowie fu¨r den
RASA Datensatz identische Topologien. Beim Plastidendatensatz waren diese
zwei Topologien fast identisch. Hierbei umfaßten die RASA Daten in beiden
Fa¨llen weniger als die Ha¨lfte der Daten des gesamten Alignments.
Der Ansatz anhand der Variabilita¨tsklasseneinteilung und der RASA Analyse
informative Daten in einem Alignment zu lokalisieren, stellt zumindest fu¨r die
PROTML Analyse eine geeignete Mo¨glichkeit dar. Allerdings sprechen die mit
PROTDET erstellten Topologien nicht fu¨r dieses Vorgehen. Wie im folgenden
Abschnitt beschrieben, fu¨hrt die Reduzierung der zu untersuchenden Daten,
bei PROTDET zu fehlerhaften Ergebnissen.
4.1.2 PROTML contra PROTDET
Bei den im vorherigen Kapitel beschriebenen Topologien der Eubakterien-
und den Plastidenalignments sind zwischen den PROTML und PROTDET
Ba¨umen zum Teil markante Differenzen zu erkennen. Zudem unterscheiden sich
die PROTDET Topologien des gesamten und des RASA Datensatzes sowohl
bei den Eubakterien als auch bei den Plastidendaten. Besonders auffa¨llig sind
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diese Unterschiede bei den Eubakterienba¨umen zu beobachten.
Der Hauptgrund dieser starken Differenzen liegt in der Berechnung der
logdet Distanz. Im Gegensatz zu den von PROTML verwendeten U¨ber-
gangswahrscheinlichkeiten ha¨ngt die logdet Distanz zwischen zwei Sequenzen
maßgeblich von dem Anteil der u¨bereinstimmenden Aminosa¨urepositionen
ab. Wie in Abschnitt 2.1.3 beschrieben, folgt aus einem hohen Anteil identi-
scher Aminosa¨uren eine geringe Distanz. Sind in einem Datensatz nur wenig
Positionen mit niedriger Variabilita¨t vorhanden, so ist der Anteil identischer
Aminosa¨urepaare wesentlich geringer und folglich erho¨hen sich die Distanzwer-
te. Dies stellt gerade beim Auffinden tief liegender innerer A¨ste ein Problem dar.
Der Anteil der Positionen mit niedriger Variabilita¨t ist beim Bakteriendaten-
satz wesentlich geringer als beim Plastidendatensatz. Die RASA Datensa¨tze
enthalten keine konservierten Positionen der Variabilita¨tsklasse 1. Im Falle des
Bakteriendatensatzes beinhaltet der RASA Datensatz nicht die Variabilita¨ts-
klassen 2 und 3. Im Falle des Plastidendatensatzes fehlt die Variabilita¨tsklasse
3. Dies fu¨hrt gerade bei tieferliegenden A¨sten zu Problemen. Solche A¨ste leiten
sich aus Sequenzen her, die vorwiegend in den niedrigen Variabilita¨tsklassen
u¨bereinstimmen.
Die Unterschiede zwischen den RASA Topologien der zwei untersuchten
Datensa¨tze liegen neben den tiefer liegenden A¨sten in solchen A¨sten, die
im Gesamtdatensatz nur geringe Frequenzen aufwiesen. Dies la¨ßt darauf
schließen, daß die Informationen fu¨r die A¨ste hauptsa¨chlich in den niedrigen
Variabilita¨tsklassen zu finden sind, die das RASA Alignment nicht beinhaltet.
Bei den ML Topologien sind die Unterschiede zwischen den Topologien des
gesamten und des RASA Datensatzes lediglich in den LBP Werten zu sehen.
Hier lassen sich aber ebenfalls a¨hnliche Tendenzen wie bei den PROTDET
Analysen feststellen. Bei den A¨sten, deren LBP Werte in der ML Topologie
des RASA Datensatzes deutlich unter denen des Gesamtdatensatzes lagen,
handelte es sich wiederum um tiefer liegende A¨ste oder solche, die auch beim
Gesamtdatensatz niedrige LBP Werte aufwiesen.
4.2 Untersuchung der Archae- und Eubakterien
Die PROTDET Topologien in Abbildung 3.6 weisen gegenu¨ber der 16s
rRNA Phylogenie, die in Abbildung 4.1 nochmals wiedergegeben ist, einige
Differenzen auf. Der Grund du¨rfte in den bereits geschilderten Problemen der
PROTDET Analyse des Eubakteriendatensatzes liegen.
Der gesamte sowie der RASA Datensatz weisen bezu¨glich der Klassifizierung
der Bakterienarten fu¨r die PROTDET Methode fast identische Informationen
wie die der 16s rRNA Analyse auf. Ausnahmen bilden zum einen die Anord-
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nung der Purpurbakterien. Die δ/²-Gruppe ist in beiden Topologien nicht zu
den u¨brigen Purpurbakterien benachbart. Zum anderen ist Mycobacterium
nicht mit den u¨brigen Gram-positiven Bakterien an einen Ast zu finden.
Die Positionen von Deinococcus und Synechocystis stellen in allen Topologien
nicht sichere A¨ste dar. In den ML Ba¨ume steht Synechocystis na¨her zu den
Gram-positiven Mycobacterium. Im Gegensatz dazu erkennen die NJ und
die PROTDET Methode eine na¨here Verwandtschaft von Deinococcus zu
Mycobacterium. Eine eindeutige Plazierung ist auch anhand der errechneten
LBP und Frequenzwerte nicht zu erkennen, liegen diese Werte doch in sehr
niedrigen, schwachen Bereichen.
Die ausgewerteten Daten enthalten neben den aus Untersuchungen bereits be-
kannten A¨hnlichkeiten zwischen Deinococcus und Cyanobakterien fast ebenso
starke phylogenetische Informationen u¨ber die enge evolutiona¨re Beziehung von





































Abbildung 4.1: Zuordnung der 21 Eubakterien zum 16s rRNA Baum
4.3 Die Untersuchung des Plastidendatensatzes
Die Topologien in Abbildung 3.11 weisen fu¨r beide Methoden gro¨ßere A¨hn-
lichkeit mit dem bisher aufgestellten Stammbaum auf, der in Abbildung 4.2
nochmals wiedergegeben ist.
Sowohl die PROTML als auch die PROTDET Methode geben fu¨r beide
Datensa¨tze die Teilung zwischen den ”gru¨nen“ und ”roten“ A¨sten wieder.
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Die evolutiona¨ren Beziehungen zwischen den Landpflanzen sind ebenfalls
eindeutig erkennbar. Aus den vier Topologien geht außerdem Mesostigma als
”Urpflanze“ hervor.
Der Ursprung ist in allen Ba¨umen durch die Cyanobakterie Synechocystis und
die Glaucocyste Cyanophora gut zu erkennen. Allerdings entha¨lt der RASA
Datensatz bezu¨glich der PROTML Methode nicht ausreichend Informationen,
um die direkte endosymbiontische Beziehung zwischen diesen Organismen
darzustellen.
Im ”roten“ Ast zeigen alle Topologien die A¨hnlichkeit der Rotalge Porphyra
und der Cryptophyte Guillardia. Dieser Ast unterlegt, daß die Chloroplasten
von Guillardia durch Aufnahme einer Rotalge in einer sekunda¨ren Endosym-
biose entstanden sind. Eine a¨hnliche Beziehung lassen auch die ML Ba¨ume
zwischen Cyanidium und Odontella zu. Die PROTDET Ba¨ume ko¨nnen dies
allerdings nicht eindeutig unterlegen.
Die sekunda¨r endosymbiontische Beziehung von Euglena zu den Gru¨nalgen































Abbildung 4.2: Zuordnung der 9 Algenarten und 6 Landpflanzen zum Abstam-
mungsbaum der Landpflanzen und Algenarten
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4.4 Bewertung
Die erstellten Topologien zeigten, daß die Datensa¨tze ausreichend phyloge-
netische Informationen enthalten, um weitgehend aufgelo¨ste Phylogenien zu
erstellen. Die Vorgehensweise durch die RASA Methode und der Sortierung
nach Variabilita¨tsklassen den Datensatz auf phylogenetisch informative Ab-
schnitte zu reduzieren erwies sich fu¨r die mit PROTML erstellten Ba¨ume als
erfolgversprechend.
Die mit dem Programm PROTDET erstellten Topologien wiesen, wie beschrie-
ben, Differenzen zu den anerkannten Topologien auf. Bei der Untersuchung
der Bakterienevolution wird dies besonders deutlich. Auch die Reduzierung
der Daten zum RASA Alignment wirkt sich auf die PROTDET Analysen
nicht vorteilhaft aus. Der entscheidende Faktor bei der PROTML Analyse
ist die Berechnung der Distanz mit der logdet Methode. Hierbei stellt der
Anteil identischer Aminosa¨uren zweier Aminosa¨uren gegenu¨ber dem Anteil
der unterschiedlichen Aminosa¨uren den entscheidenden Faktor dar. U¨ber-
gangswahrscheinlichkeiten mit der eine Aminosa¨ure durch eine andere ersetzt
wird, bildet die Grundlage der PROTML Analysen. Auf die Berechnung
der logdet Distanzen haben diese allerdings keinen Einfluß. Bei Datensa¨tzen
deren Anteil an konservierten Positionen nur sehr gering ist, wie die RASA
Alignments oder der Bakteriendatensatz fu¨hrt dies zu einem erheblichen
Problem beim Bestimmen der Distanzen. Durch Einbeziehung der von U¨ber-
gangswahrscheinlichkeiten und eine effizientere Behandlung von Sonderfa¨llen
(z.B. Determinante hat den Wert Null) ko¨nnte die Berechnung der logdet
Distanzen und somit der PROTDET Ba¨ume sicherlich deutlich stabilisieren.
Allgemein la¨ßt sich sagen, daß bei Alignments mit einem geringen Anteil konser-
vierter Positionen oder bei kleinen Datensa¨tzen die PROTML Analysen verla¨ßli-
chere Ergebnisse liefern. Ist die Datenmenge allerdings groß und entha¨lt einen
hohen Anteil konservierter Positionen so bietet sicherlich die PROTDET Ana-




In dieser Arbeit wurden mit Hilfe unterschiedlicher phylogenetischer Me-
thoden drei Datensa¨tze analysiert, die sich jeweils aus homologen Proteinen
der untersuchten Organismen zusammensetzten. Ein Datensatz beinhaltete
homologe Proteine von 21 Eubakterien, ein weiterer zusa¨tzlich die Gene von
5 Archaebakterien. Der dritte umfaßte homologe Proteine der Cyanobakterie
Synechocystis sp. und der entsprechenden plastida¨r kodierten Proteine von 6
Landpflanzen sowie 9 Algenarten. Ziel war es zu u¨berpru¨fen, ob diese Daten,
die die gesamten Genome beru¨cksichtigten, ausreichend bzw. neue evolutiona¨re
Informationen beinhalteten, um eine nahezu vollsta¨ndige phylogenetische
Auflo¨sung zu erzielen. Weiterhin sollten Mo¨glichkeiten untersucht werden,
im Datensatz phylogenetisch informative Abschnitte zu lokalisieren, um die
Datensa¨tze auf diese reduzieren zu ko¨nnen.
Zuna¨chst wurden zu den einzelnen Proteinen Alignments erstellt, aus denen das
Programm PROTML (Adachi and Hasegawa (1996)) phylogenetische Ba¨ume
rekonstruierte. Die Alignments der Proteine, deren Abstammungsba¨ume nicht
auf gesonderte evolutiona¨ren Prozesse wie lateralen Gentransfer schließen
ließen, ergaben durch Konkatenierung die zu untersuchenden Datensa¨tze.
Mit dem Programm SORTAL (Abschnitt 2.1.5.2) ließen sich die Alignments
nach Variabilita¨t sortieren. Mit der RASA Analyse (Lyons-Weiler and Hoelzer
(1996), Lyons-Weiler and Hoelzer (1997), Lyons-Weiler and Hoelzer (1999),
Abschnitt 2.1.4) konnten nun in den sortierten Datensa¨tzen die Variabilita¨ts-
klassen identifiziert werden, die ein phylogenetisches Signal enthalten. Fu¨r
den Datensatz der 5 Archae- und 21 Eubakterien ergab sich wider Erwarten,
daß gerade die niedrigen Variabilita¨tsklassen auf kein phylogenetisches Signal
hindeuteten. Dieses Verhalten ließ sich durch die starke A¨hnlichkeit der
Archaebakterien untereinander und der erheblichen Unterschiede zu den
Eubakterien begru¨nden. Die weiteren Untersuchungsschritte erfolgten deshalb
nur fu¨r die zwei anderen Datensa¨tze.
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Anhand der RASA Ergebnisse wurden zu den zwei u¨brigen Datensa¨tzen
RASA Alignments (Abschnitt 2.1.5.4) erstellt, die nur aus den Variabilita¨ts-
gruppen bestanden, die laut der RASA Methode (Lyons-Weiler and Hoelzer
(1996), Lyons-Weiler and Hoelzer (1997), Lyons-Weiler and Hoelzer (1999))
ein phylogenetisches Signal aufwiesen. Zu den vier Datensa¨tzen rekonstruier-
ten die Programme PROTDET (Hendy and Penny (1993), Lockhart et al.
(1994), Penny and Hendy (2001)) und PROTML (Adachi and Hasegawa
(1996)) jeweils einen phylogenetischen Baum.
Im Vergleich zu bekannten Topologien zeigte sich, daß sich die mit PROTML
erstellten Ba¨ume kaum von diesen unterschieden. Bei PROTDET Ba¨umen
waren allerdings wesentliche Differenzen besonders beim Bakteriendatensatz
und bei den RASA Datensa¨tzen zu erkennen. Dies ließ sich durch die geringe
Anzahl an konservierten Positionen des Bakterienalignments bzw. durch den
Wegfall dieser in den RASA Alignments erkla¨ren.
Aufgrund dieser Ergebnisse konnten die folgenden Ru¨ckschlu¨sse gezogen wer-
den:
• In den Datensa¨tzen sind auch nach Reduzierung auf den RASA Datensatz
ausreichend phylogenetische Informationen bezu¨glich der Rekonstruktion
mit dem Programm PROTML enthalten. Fu¨r PROTDET gilt diese Aus-
sage nur bedingt.
• Die PROTDET Methode in dieser Form eignet sich nur zur phylogene-
tischen Rekonstruktion, wenn die Datensa¨tze groß sind und einen hohen
Anteil an konservierten Abschnitten besitzen. Durch Erweiterungen und
bessere Behandlung von Sonderfa¨llen in der Berechnung ließe sich diese
Methode stabilisieren.
• Auch wenn die Ba¨ume nur wenig neue Informationen lieferten, stellt sich
die Untersuchung ganzer Genome als ku¨nftige Herausforderung dar. Die
Kombination aus Sortieren der Alignments mit SORTAL und Lokalisieren
der phylogenetisch informativen Abschnitte mit RASA bieten einen guten
Ansatzpunkt, die zu untersuchende Datenmenge zu reduzieren
Auch wenn die Ergebnisse vielversprechende Ansa¨tze in der phylogenetischen
Forschung bieten, bleibt bei diesem Vorgehen der Zeitfaktor beim Erstellen der
Datensa¨tze zu beru¨cksichtigen. Um die Untersuchung ganzer Genome zu etablie-
ren, mu¨ßten Datenbankprogramme erstellt werden, die es auf schnellem Wege
ermo¨glichten, homologe Proteine lokalisieren und diese zu Datensa¨tzen zusam-
menstellen zu ko¨nnen. Durch die kontinuierlich steigenden Rechnerleistungen
wird die Zeitfrage bei der Rekonstruktion phylogenetischer Ba¨ume immer mehr
in den Hintergrund treten. Programme wie PROTDET werden in ausgereifterer




In diesem Kapitel sollen kurz die Bedienung der fu¨r diese Arbeit implementier-
ten Programme beschrieben werden. Die Programme sind fu¨r UNIX/LINUX
Plattformen entwickelt worden. Das Programm PBL verwendet zur Rekon-
struktion der phylogenetischen Ba¨ume die PHYLIP Programme (Felsenstein
(1993)) PROTPARS, PROTDIST, NEIGHBOR, SEQBOOT sowie CONSEN-
SE und die MOLPHY Programme (Adachi and Hasegawa (1996)) NJDIST und
PROTML. Um PBL nutzen zu ko¨nnen, mu¨ssen diese Programme fu¨r den Be-
nutzer ausfu¨hrbar sein.
A.1 Eingabeformat des Alignments
Fu¨r die in diesem Abschnitt vorgestellten Programme wird als Eingabedatei
ein Alignment im sogenannten ”PHYLIP-Format“ beno¨tigt. Hierbei steht
in der ersten Zeile die Anzahl der Sequenzen und die Sequenzla¨nge. In den
weiteren Zeilen folgen die Sequenzen, die blockweise angegeben sind.
Die Zeilenanzahl eines Blockes entspricht der Sequenzanzahl. Die Spalten eines
Blockes werden in 6 Gruppen zu je 10 Zeichen eingeteilt, die jeweils durch ein
Leerzeichen voneinander getrennt sind.
Die erste Gruppe im ersten Block entha¨lt die Namen der Sequenzen, die
gegebenenfalls durch Leerzeichen auf 10 Zeichen erga¨nzt werden. In den
weiteren Blo¨cken entha¨lt die erste Gruppe nur Leerzeichen.
Die Gruppen 2-6 geben die durch Großbuchstaben spezifizierten Nukleotide/
Aminosa¨uren der Sequenzen wieder. Ein Block entha¨lt somit einen Abschnitt
von 50 Positionen des Alignments. Falls die Positionsanzahl nicht durch 50
teilbar ist, entha¨lt der letzte Block nur noch die restlichen Positionsanzahl
MOD 50 Positionen.
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A.2 Das Programm SORTAL
Das Programm SORTAL wird mit
sortal "dateiname"




Die Datei ”outfile“ beinhaltet das sortierte Alignment. In der Datei ”posvar.dat“
sind Informationen u¨ber die Variabilita¨t der Positionen des unsortierten und
sortierten Alignment zu finden.
A.3 Das Programm PBL




aufgerufen. Im zweiten Fall sollte das zu untersuchende Alignment unter dem
Dateinamen ”infile.dat“ verfu¨gbar sein.
The alignment has 20 OTUs and 413 positions
*********************************************************
Create new consensus trees? (y/n)
Sollen neue phylogenetische Ba¨ume zu dem Datensatz erstellt werden, dann ist
die Frage mit ”y“ beantworten. Falls aber schon mit PBL Ba¨ume erstellt und
die Informationen in der dazugeho¨rigen Datei ”edges“ zu finden sind, kann die
Frage mit “n“ beantwortet werden (s.u.).
Durch die Eingabe von ”y“ gelangt man zu den folgenden 6 Menuepunkten.
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1. Sort Alignment (no)
2. Method (protpars/nj/protml) (nj-kimura with 1 samples)
3. Boostrapping (no)




• Your Choice : 1
Do you want to sort the alignment by positional variability? (y/n)
Es besteht die Mo¨glichkeit, den zu untersuchenden Datensatz mit
SORTAL zuna¨chst zu sortieren. Bei unsortierten Datensa¨tzen lassen sich
weiter unten aufgefu¨hrte Optionen nicht sinnvoll einsetzen.




Mit dem Menuepunkt zwei la¨ßt sich das Programm einstellen, mit der
die phylogenetischen Ba¨ume erstellt werden sollen. Zur Auswahl stehen
die zwei PHYLIP Programme PROTPARS (Parsimony Methode) und
NEIGHBOR (Distanzmatrix Methode). Mit dem Programm PROTML
werden die Ba¨ume mit dem Maximum Likelihood Programm des MOL-
PHY Packetes rekonstruiert.
Choose number of option
1. Kimura Formula
2. Dayhoff
Im Falle der Neighbor-Joining Methode, kann zwischen zwei Methoden
zur Berechnung der Distanzmartix ausgewa¨hlt werden. Die Kimura
Formel ist eine recht schnelle Methode die Distanzen zwischen den Se-
quenzpaaren abzuscha¨tzen und berechnet sich ledig aus dem paarweisem
Vergleich der Sequenzen. Sie kann aber auch zu Fehlabscha¨tzungen
fu¨hren. Bei genaueren Berechnungen sollte der zeitaufwendigeren Me-
thode nach Dayhoff der Vorzug gegeben werden. Anhand der Dayhoff
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Martix, die die Substitutionswahrscheinlichkeiten zwischen den 20
Aminosa¨uren wiedergibt, und dem paarweisem Sequenzvergleich ergeben
sich die Dayhoff Distanzen fu¨r alle Sequenzpaare.
Die Berechnungen der Distanzen wird durch das Programm PROTDIST
realisiert, das ebenfalls im PHYLIP Packet enthalten ist.
• Your Choice : 3
Bootstrapping (y/n)?
Please enter number of bootstrap samples to run
Die Option Bootstrapping la¨ßt sich nur in Verbindung mit einem der
zwei PHYLIP Programme PROTPARS und NEIGHBOR anwenden. Bei
der Bootstrap Option werden aus dem zu untersuchenden Alignment
eine vom Anwender angegebene Anzahl von Alignments mit der gleichen
Positionsanzahl erstellt. Die Positionen dieser Alignments entsprechen
Positionen des zu untersuchenden Alignments, die zufa¨llig ausgewa¨hlt
wurden. Positionen des Ausgangsalignments ko¨nnen dabei auch wieder-
holt ausgewa¨hlt werden. Dieses Vorgehen, nach dem Prinzip ”Ziehen mit
zuru¨cklegen“, wird durch das PHYLIP Programm SEQBOOT ausgefu¨hrt.
Bei diesem Vorgehen wird aus jedem dieser so erstellten Alignments ein
Baum rekonstruiert. Aus allen diesen Ba¨umen erstellt das Programm
CONSENSE einen Consensus Baum, der sich aus den sich nicht wider-
sprechenden A¨sten zusammensetzt, die in den erstellten Ba¨umen am
ha¨ufigsten enthalten sind.
• Your Choice : 4




Durch den 4.Menuepunkt la¨ßt sich die Methode bestimmen, mit der aus
einem sortiertem Alignments gezielt Teilalignments zur phylogenetischen
Rekonstruktion herangezogen werden ko¨nnen.
ANHANG A. BENUTZERHANDBUCH 71
Die Option (V) ermo¨glicht es, das zu untersuchenden Alignment um
jeweils die Positionen der ho¨chsten Variabilita¨tsklasse zu reduzieren und
daraus phylogenetische Ba¨ume zu erstellen. Durch die Option (G) lassen
sich die Positionen einer Variabilita¨tsklasse einzeln untersuchen. Bei
diesen beiden Optionen lassen sich die Variabilita¨tsklassen definieren, bei
der die Untersuchungen beginnen und enden soll.
Start at Variability group
Stop at Variability group
Die Option (R) ermo¨glicht es, das Alignment vor jedem Untersu-
chungsschritt um eine konstante Anzahl der variabelsten Positionen zu
reduzieren.
By how many positions to reduce the alignment each time?
Bei der Option (W) wird fu¨r jeden Untersuchungsschritt ein Ausschnitt,
ein sogenanntes Fenster, mit jeweils einer konstanten Positionsanzahl
ws ausgewa¨hlt. Dieses Fenster wird in jedem Schritt um die konstante
Positionsanzahl shift beginnend von den hintersten bis zu den vorderen
Positionen verschoben. Das bedeutet fu¨r ein mit SORTAL sortiertes
Alignment von den variabelsten bis zu den konserviertesten Positionen.
Die Werte ws und shift sind vom Anwender zu definieren.
Please enter window length :
Please enter step size ( window shift )
• Your Choice : 5
Start PBL
Mit dem Menuepunkt 5 startet man die Auswertungen mit PBL.
• Your Choice : 6
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Quit PBL
Durch den Menuepunkt 6 wird das Programm abgebrochen.
Nach Beendigung der Auswertungen, ermo¨glicht PBL dem Benutzer sich
BP-Werte fu¨r A¨ste angeben zulassen, die er selber definert. Wird am Anfang
des Programms die Frage
Create new consensus trees? (y/n)
mit ’n’ beantwortet, gelangt man gleich an diesen Punkt des Programms. Es




Das Programm kann nun mit ’q’ beendet werden. Durch Eingabe von ’e’ bietet
sich die Mo¨glichkeit bestimmte A¨ste zu definieren und sich dazugeho¨rigen
Bootstrap Werte in die Datei ”edge.dat“ ausgeben zu lassen. Dies geschieht
durch Angabe aller OTUs, die auf der einen Astseite zu finden sind.
Enter edge, please
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19. OTU19
20. OTU20
Please enter OTU’s numbers :
Nun gibt man die Nummern der OTUs ein, die sich auf einer Seite des Astes be-
finden, dessen BP-Werte man wissen mo¨chte. Die Nummern der OTUs werden
durch ein Komma getrennt. Hinter der letzten OTU-Nummer muß ein ’.’ stehen.
Durch die Eingabe von
13,14,18.
werden die BP-Werte fu¨r den Ast in ’edge.dat’ vermerkt, an dessen einem
Ende sich die OTUs 13,14,18 befinden. A¨quivalent ko¨nnte man auch
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,15,,16,17,19,20.













13. OTU13 ................... 13. OTU13




18. OTU18 ................... 18. OTU18
19. OTU19
20. OTU20
Press any key to continue
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Es wird nun eine Liste der OTUs ausgegeben, bei der die eingegebenen OTU
Nummern markiert sind. Durch einen beliebigen Tastendruck gelangt man




In der Datei ’edge.dat’ werden die BP-Werte fu¨r die A¨ste eingetragen, die der
Benutzer definiert hat.






Wurde eine der Option (R) oder (V) verwendet, so entspricht die erste Zahlen-
angabe der Anzahl der Positionen des Alignments. Bei den anderen Optionen
wird die mittlere Positionsnummer des jeweiligen Alignment-Ausschnittes
(’window’) angegeben. In diesem Fall wurde die ’Reduce-Option’ um 100 Po-
sitionen durchgefu¨hrt. Der oben definierte Ast konnte nur aus dem Alignment
der La¨nge 413 rekonstruiert werden.
A.4 Das Programm RASA
Das RASA Programm wird mit
unixRASA "dateiname"
oder falls das zu untersuchenden Alignment in der Datei ”infile.dat“ abgespei-
chert wurde durch
unixRASA
Fu¨r die Untersuchung muß lediglich die Anzahl der Permutationen zur Berech-
nung der tRasa angegeben werden.
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Enter Number of Permutations (max. 1000 )




Die berechneten Eij und Rasa Werte sind in den Dateien ”vrasaXX“ fu¨r
die einzelnen Variabilita¨tsgruppen und fu¨r den gesamten Datensatz in der
Datei ”TRasa“ wiedergegeben. Die tRasa Werte bezu¨glich der einzelnen
Variabilita¨tsgruppen sind in der Datei ”tRasa p“ zu finden.
Die Werte in diesen Dateien sind so angegeben, daß sie sich aus ihnen mit dem
ProgrammGNUPLOT Diagramme erstellen lassen. Das RASA Programm stellt
mit der datei ”draw“ eine Eingabe Datei zur Verfu¨gung, um mit dem Aufruf
gnuplot<draw
Diagramme im Postscript Format ps und im XFig Format fig erstellen. Falls
das XFig Programm vorhanden ist lassen sich die fig Dateien betrachten und
in ein gewu¨nschtes Format exportieren. Zum Export der Dateien in das gif
Format kann die Datei ”figTOgif“ ausgefu¨hrt werden. Die Ergebnisdiagramme
und berechneten Werte lassen sich in der Datei ”rasa.htm“ in einem beliebigen





Die in dem Rahmen dieser Arbeit implementierten oder weiterentwickelten
Programme wurden unter dem Betriebssystem UNIX/LINUX in C/C++
erstellt. Es wurde dabei der GNU C++ Compiler verwendet (Version 2.95.2).
Die Datenstruktur, die in Abbildung B.1 dargestellt ist, verwaltet die fu¨r
die Programme SORTAL, PBL und RASA relevanten Informationen des zu
untersuchenden Alignments.
Die Daten des Alignments werden zu Beginn dieser Programme positionsweise
in eine Queue eingelesen. In jedem Element dieser Queue werden neben
einem Verweis auf das folgende Queue Element, die Positionsnummer, die
Variabilita¨t, die prozentuale Verteilung der Aminosa¨uren und ”gaps“ sowie die
Buchstaben der Aminosa¨uren und ”gaps“ einer Position, ebenfalls als Queue,
abgelegt.
Fu¨r das Programm SORTAL wird fu¨r jedes Element zusa¨tzlich eine Priorita¨t,
wie Abschnitt 2.1.5.2 beschrieben berechnet, anhand der das Element in die
Queue einsortiert wird.Durch die Ausgabe der Positionen der sortierten Queue
erha¨lt man das sortierte Alignment.
Im Programm PBL ermo¨glicht diese Datenstruktur aus dem sortierten Da-
tensatz einfach und gezielt die mo¨glichen Teildatensa¨tze zur phylogenetischen
Untersuchung auszuwa¨hlen.
Die Datenstruktur ermo¨glicht bei der RASA Untersuchung die Berechnung
der tRasa Werte bezu¨glich der einzelnen Variabila¨tsklassen, selbst wenn das
Alignment vorher nicht mit SORTAL sortiert wurde.
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    next
integer : counter








    next
integer : counter








    next
integer : counter




Abbildung B.1: Die Informationen eines Alignments werden in einer Queue ab-
gelegt. Jedes Queue Element beinhaltet die Informationen einer Position des Da-
tensatzes: Positionsnummer (posnr) und Anzahl unterschiedlicher Aminosa¨uren
einer Position (counter) werden durch ganzzahlige positive Zahlen (integer) wie-
dergegeben. In dem integer Feld proz sind die prozentualen Ha¨ufigkeiten der
durch Buchstaben repra¨sentierten Aminosa¨uren und den ”gaps“, dargestellt
durch ‘-’, festgehalten. Die Buchstaben, die die Aminosa¨uren und ”gaps“ einer
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